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La dlula reconoce seiiales en su entorno y responde adecuadamente a 
eltas; estos procesos de estimulo-respuesta se producen a travbs de cascadas 
de reacciones que involucran enzimas especificas, proteinas regulatorias y otros 
factores; existen rnuchas seiiales que generan m~lltiples formas de respuesta. 
En estos procesos el estimulo externo es primer0 transformado en una 
seiial intracelular a nivel de la membrana plasmatica, luego el mensaje 
intracelular es traducido en actividades regulatorias las cuales finalmente 
modifican y regulan las proteinas involucradas en la respuesta biologics. Los 
estimulos externos generan algunas molbculas conocidas corno segundos 
rnensajeros, incluyendo 10s nuclecitidos ciclicos, calcio, diacilglicerol, 
fosfoinositidos y metabolites del acido araquidonico. 
Los nucleotidos ciclicos intervienen virhalmente en cada funcion celular 
y frecuentemente de manera concertada con otros segundos mensajeros. Una 
proteina reconoce al segundo mensajero y entonces adquiere la capacidad de 
modular a otras proteinas especificas .Entre 10s nucledtidos ciclicos, el CAMP 
fue uno de 10s caracterizados corno un importante segundo mensajero (I), y 
sera la cascada del CAMP en la que ahondaremos. 
La existencia de cascadas de quinasas de proteinas fue determinada 
con el descubrimiento, hace mas de 20 aiios, de la fosforilacion y consecuente 
activation de la fosforilasa quinasa en respuesta a un aumento en 10s niveles de 
CAMP. El uso de estas cascadas en la transducci6n de seiiales es muy 
interesante ya que en principio estas permiten la arnplificacion de la seiial o su 
regulation negativa ademas de la interrelacion con otros caminos de 
seiializaci6n. En general en una cascada intervienen muchas enzirnas las cuales 
responden a distintos reguladores, permitiendose de esta manera alcanzar un 
alto grado de amplificacidn de la sefial. 
En una amplia gama de organismos procariotas y eucariotas (2-4), se ha 
probado la existencia de CAMP. Este nucle6tido ciclico estimula la transcripcion 
de varios operones de dlulas procariotas por unidn a una proteina denominada 
CAP (catabolite gene activator protein) o CRP ( CAMP receptor protein). En 
eucariotas superiores, en cambio, el CAMP no esth usualmente involucrado en la 
estimulaci6n directa de la transcripcidn sin0 que tiene un rol de segundo 
mensajero en una amplia variedad de funciones. 
La generacion de CAMP es catalizada por la enzima denominada 
adenilato ciclasa, en respuesta a una variedad de seAales extracelulares via la 
accion de una cascada asociada a membrana. Las proteinas G son las que 
funcionan como interrnediarios en este camino de seiializacidn a traves de la 
membrana. Entre 10s efectores con 10s cuales interactuan las proteinas G se 
encuentra la adenilato ciclasa. En un esquema general, cuando un receptor es 
activado por una horrnona u otro ligando modula la actividad de la proteina G, la 
cual interactua con la adenilato ciclasa regulando asi la velocidad de sintesis del 
cAMP(5) (figura 1 A). 
Las proteinas G son heterotrimeros formados por la subunidad a, que 
une GTPIGDP, y un complejo formado por las subunidades 13 y 7 que se 
encuentran asociadas. Las funciones de las proteinas G son reguladas 
ciclicamente por asociacidn de GTP con la subunidad a, la hidrblisis de GTP en 
GDP y Pi, y finalmente la disociacion del GDP. Despues de la activacidn de la 
proteina G por un receptor asociado a un ligando agonista, el GDP es liberado 
de la subunidad a e intercambiado por GTP. La union del GTP produce cambios 
conformacionales que provocan la disociacion de esta subunidad del dimero 137. 
El estado de activacion se mantiene hasta que el GTP es hidrolizado. La 
subunidad G, tiene actividad GTPasa intrinseca modulable e hidroliza el GTP 
produciendo GDP. Una vez que se produce esto la subunidad a se reasocia con 
las subunidades fly y por lo tanto se inactiva (figura 1 B). 
La adenilato ciclasa es estimulada por la subunidad u de la proteina G 
estimulatoria Gs. La inhibicion de la adenilato ciclasa es mas compleja ya que 
tienen regulaciones inhibitorias tip-especificas en las que intervienen otras 
subunidades de G como la Gia y el complejo 137.(5,6). 
Se han identificado y descripto varias isoformas de adenilato ciclasa. En 
mamiferos la mayoria de estas estan asociadas a la membrana plasmatica (7), 
tambien se detect6 actividad adenilato ciclasa en bacterias (8-1 I), hongos (12- 
18), protozoarios (1 9,20) y plantas (21). 
Hay por lo menos tres clases generales de adenilato ciclasas unidas a 
membrana. Las unidas a la periferia de la membrana como en Sacchammyces 
cerevisiae y Escherichia coli, las que parecen tener un solo dominio 
transmembrana y la forma m4s comlin en eucariotas superiores que incluye una 
region amino terminal y dos dominios citoplasmaticos mantenidos unidos a la 
membrana por dos zonas altamente hidrofobicas que contienen seis helices 
transmembranas (22). Este ljltimo grupo corresponde a las adenilato ciclasas 
Adrenalin 
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Figura 1: 
A- Regulacidn de 18s adenliato clclasas de mamlhros. R: receptores asociados a proteinas G; 
Gs y Gi : proteinas G que estimulan e inhiben a la adenilato ciclasa, respectivamente. 
6- Ciclo regulatorio de proteinas C3 hetemtrim(5rlcas. Los circulos vacios representan los 
mtados inactivos de las subunidades; 10s circulos coloreados representan las forrnas activas. 
que responden a la regulacion inhibitoria o estimulatoria por hormonas y 
neurotransmisores, actuando via un receptor y una proteina G. 
Las diversas formas de adenilato ciclasas reflejan el amplio rango de 
estimulos regulatorios a 10s que responden. En un extremo esta la enzima de 
Streptococcus salivarius que es dependiente de u-ceto hcidos para su actividad 
y no de proteina G. La enzima de mamiferos representa el polo opuesto , ya que 
posee una regulacidn compleja para su activaci6n e inhibition, en la que 
intervienen las subunidades u y 137 de la proteina GI el Ca++-calmodulina, 
forskolina e inhibidores de sitio-P (22). La adenilato ciclasa de Saccharomyces 
cerevisiae es estimulable por una proteina que une GTP, como las enzimas 
de mamiferos. Esto indica que esta forma de regulacion es importante ya que 
esta establecida en un organism0 primitivo. Sin embargo esta proteina que une 
GTP y es estimulatoria de la adenilato ciclasa es la proteina monomerica Ras, y 
no la heterotrimerica G (que tambien posee esta levadura)(23).El ligando y el 
receptor que activan a Ras aun no han sido identificados. 
El CAMP sintetizado por la adenilato ciclasa se libera de la membrana y 
difunde en la dlula. Los procesos controlados por este nucle6tido en sistemas 
eucariotas son mediados principalmente por la Quinasa de Proteinas 
dependiente de CAMP (PKA).Se ha demostrado que algunas hormonas que 
acttian sobre la PKA, son capaces de mediar la distribuci6n de CAMP en la 
dlula, creando zonas compartimentalizadas de concentracion de este 
nucleotido (24). La acumulacion compartimentalizada del CAMP, resulta en la 
activation selectiva de una isoforma particular de PKA, la cual a su vez tambien 
se encuentra compartimentalizada en sitios determinados a traves de su anclaje 
a proteinas especificas, permitiendose una dpida y preferencial fosforilacidn de 
un sustrato (25). Esta quinasa al igual que las demas proteinas quinasas, 
modifica la actividad de sus proteinas blanco por fosforilacion , generando asi 
una amplia variedad de respuestas. 
La fosforilacidn de proteinas es un mecanismo rapido, reversible y 
covalente, por medio del cual la dlula puede alterar la actividad de proteinas 
especificas en respuesta a sefiales extracelulares o intracelulares, las cuales 
tienen la funcidn de controlar rapidamente una variedad de procesos celulares. 
Los blancos fosforilables pueden ser proteinas estructurales y regulatorias 
(26,27); a veces una simple fosforilacidn puede actuar como interruptor de la 
cascada regulatoria mientras que otras veces la respuesta global se produce por 
acumulacidn de fosforilaciones sucesivas (27). 
Para terminar este proceso de transduccidn de seiiales, existen por lo 
menos dos mecanismos conocidos, que son la hidr6lisis del segundo mensajero, 
que es llevada a cab0 por las fosfodiesterasas para el nucleotido ciclico y la 
regulaci6n de la seiial a nivel del receptor, ya sea por fosforilaci6n que lo 
insensibilice a la estimulaci6n ulterior, o por internalization del mismo receptor 
que lo haga inaccesible al agonista. Se han hallado mliltiples formas de 
fosfodiesterasas en eucariotas superiores (29), plantas (30), bacterias (31), 
hongos (32-37) y protozoarios (28). Las formas difieren en cantidad, localizaci6n 
subcelular, afinidad y especificidad por 10s sustratos, respuesta a efectores y 
mecanisrnos de regulation. 
Por otro lado aparecen como ljltimo paso en la cascada de seiiales las 
fosfatasas de proteinas, las cuales remueven el fosfato a las proteinas que han 
sido fosforiladas por las quinasas, revirtiendo la acci6n de estas ultimas. 
Las fosfatasas se han identificado primer0 en mamiferos pero luego se 
han encontrado tambien en plantas, protozoos, hongos, levaduras, vertebrados 
e invertebrados (38). 
Tanto las fosfodiesterasas como las fosfatasas estan altamente 
reguladas. Las fosfodiesterasas son moduladas por fosforilaci6n, Ca++- 
calmodulina y cGMP. Las fosfatasas son reguladas por la combinaci6n del 
efecto de subunidades regulatorias, inhibidores especificos y su localizaci6n. La 
posibilidad de regular estas proteinas agrega a estos sistemas flexibilidad y 
sensibilidad. 
Cientos de quinasas de proteinas y fosfatasas controlan un amplio 
rango de eventos tales como la divisi6n celular, seAalizaci6n celular, 
diferenciacidn y metabolismo. En muchos casos una sola enzima estA 
involucrada en la regulaci6n de multiples procesos diferentes. El mecanismo por 
el cual estas enzimas seleccionan el sustrato correct0 en el momento adecuado 
no estA aun dilucidado. Un factor involucrado en la elecci6n del sustrato es la 
misma estuctura del sustrato , otro factor importante en esto es la distribucibn 
celular de las actividades quinasa y fosfatasa. Recientemente se ha demostrado 
que las quinasas y las fosfatasas estbn ubicadas en compartimientos 
especificos y son translocadas dinamicamente durante 10s eventos celulares 
(39)- 
Hace diez afios atras habia menos de una docena de quinasas de 
proteinas caracterizadas; esta lista creci6 y actualmente se expande 
rapidamente. Hasta la fecha se han identificado, sblo en mamiferos, mas de cien 
quinasas de proteinas diferentes, codificadas por distintos genes. Muchas otras 
han sido identificadas en una amplia variedad de otros eucariotas, incluyendo 
hongos, plantas, bacterias y algas. Se postula que el genoma de mamiferos 
codificaria para cerca de 2000 proteinas quinasas diferentes (40,41). 
La primer quinasa de proteinas purificada fue la fosforilasa quinasa en 
1959 (42), seguida por la quinasa de proteinas dependiente de CAMP en 1968 
(43). Luego en 1979 se purifid la primer tirosina quinasa pp60vrsc(44), seguida 
en 1982 por el receptor de EGF(45). Desde 1980 el nljmero de proteinas 
quinasas identificadas ha ido aumentando rapidamente y se ha utilizado el 
clonado molecular mas que la purificaci6n enzimfrtica. 
Las quinasas poseen especificidad en cuanto al aminoacido que 
fosforilan, o sea el amindcido aceptor del fosfato. Los gupos de aminodcidos 
aceptores son : 
1) Serinal Treonina 
2) Tirosina 
3) Histidinal Aspartico 
Ejemplos del grupo 1 tenemos a la PKA (quinasa dependiente de 
CAMP), PKC (quinasa C de proteinas), CaMK ( quinasa dependiente de Ca++- 
calmodulina), CK (Caseina quinasa), Raf quinasa, MAPK (quinasa de proteinas 
activada por mitogeno), IF-2 quinasas: HRI quinasa y PKR (quinasas que 
fosforilan el factor de iniciacion de sintesis proteica IF-2, quinasa dependiente de 
hem0 inhibitoria), CDK ( quinasa dependiente de ciclinas), CAK (quinasa 
activadora de CDK), DNA-PK (quinasa de proteinas dependiente de DNA), son 
algunos ejemplos.Finalmente dentro de este grupo, estbn las quinasas dirigidas 
a Prolina como las ERKs (quinasa regulada por seiiales extracelulares), un 
subgrupo de las MAPK, que fosforilan secuencias en un context0 SerlTre-Pro. 
Entre las quinasas que fosforilan en Tirosina estb la familia de tirosina 
quinasas Src que se encuentran en su mayoria asociadas a la membrana 
intracelular, 10s receptores tirosina quinasa como el receptor para insulina, el 
receptor de EGF, receptor de PDGF,etc. Dentro de este grupo tambien estan las 
tirosina quinasas citoplasmaticas sin afinidad aparente por la membrana como la 
quinasa abl Tipo I. 
La MAPKK, seria una quinasa perteneciente a ambos grupos ya que 
fosforila en Treonina y Tirosina. 
Las histidinal aspartico quinasas son proteina quinasas que se han 
descubierto en bacterias que se autofosforilan en un residuo histidina y 
transfieren este fosfato a un aspartico.Se han encontrado en eucariotas 
secuencias homologas a estas, pero no se detect0 actividad quinasa de este 
tipo, salvo en Sacchammyces (46). 
Muchas proteinas quinasas son reguladas positivamente por ligandos 
especificos, asi por ejemplo las tirosinas quinasas que son receptores de 
factores de crecimiento, se estimulan por la union del factor respectivo. Otras 
quinasas son reguladas por segundos mensajeros. La actividad de estas 
proteina quinasas reguladas por ejemplo por nucleotidos ciclicos, se aumenta 
por elevacion de 10s niveles de 10s nucledtidos ~iclicos~generados por las 
ciclasas correspondientes (PKA,PKG); la familia de la quinasa C de proteinas es 
estimulada por diacilglicerol, producido por un aumento en la velocidad de 
recambio de 10s fosfoinositidos.Tambien hay proteina quinasas que son 
reguladas por cambios en la concentracion de CaS+, siendo esta regulation 
mediada por calmodulina (CaMK, MLCK). Finalmente estdn las quinasas 
reguladas por RNA doble cadena y por hemina (IF-2 quinasas: HRIK y PKR), las 
reguladas por ciclinas (CDKs), quinasas que son activadas por fosforilaci6n 
(MAPK, MAPKK, Ra9 y varias de las que no se conocen sus moduladores. 
Las proteina quinasas parecen tener estructura modular. El ~inico 
m6dulo que es comun a todas y comparte gran similitud de secuencia es el 
correspondiente a la subunidad catalitica. Los m6dulos no cataliticos son 
importantes en la regulaci6n, la localizaci6n subcelular y en deterrninar 
relaciones proteins-proteina involucradas en complejos de proteinas quinasas. 
Los m6dulos no cataliticos, regulatorios , no tienen secuencias conservadas, 
pueden estar hacia la termination amino o carboxilo del modulo catalitico y 
tienen tamafios muy variables. Pueden ademds , estar unidos a la membrana, 
atravesar la membrana o ser parcialmente extracelulares. 
Estos modulos frecuentemente poseen un sitio de union al ligando. 
Cuando este sitio es ocupado se produce un cambio conformacional que 
conduce a la activacion de la subunidad catalitica (47). Esta activacion puede 
estar mediada por varios mecanismos dentro de una sola quinasa como por 
ejemplo union del ligando y posterior autofosforilaci6n , como ocurre con el 
receptor para EGF (48). 
Dentro de la familia de quinasas de proteinas, la quinasa de proteinas 
dependiente de CAMP es unica , ya que es la unica regulada por interaccion con 
una subunidad disociable y distinta de la subunidad catalitica; esta ultima es 
ademas una de las subunidades cataliticas mas simples de las proteina 
quinasas (47). 
QUINASA DE PROTE~NAS DEPENDIENTE DE CAMP 
La PKA es una de las mas simples y pequeiias entre las quinasas de 
protelna y es de las que mas se conoce el comportamiento bioqulmico. 
La variedad de respuestas fisiologicas producida por la PKA es 
controlada a traves del camino de sefializacidn del CAMP. Una de las pocas 
excepciones en donde una respuesta a CAMP no es mediada directamente por 
la PKA es la quimiotaxis en Didyostelium discoideum (49) y la activaci6n de 
ciertos canales ionicos (50). 
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La PKA es un tetrhmero forrnado por dos subunidades regulatorias (R) y 
dos subunidades cataliticas (C). La subunidad regulatoria posee dos sitios de 
unidn de CAMP; la unidn de este nucledtido a la R altera su afinidad por la 
subunidad C y promueve la disociacion de esta enzima en un dimero de subunidad 
regulatoria y dos subunidades cataliticas monom6ricas activas (51). 
Como ya se ha dicho, en la region catalitica la estructura secundaria y 
terciaria es altamente conservada y muchos residuos esenciales para la catdlisis 
son invariables. Aunque la subunidad regulatoria no es conservada dentro de la 
familia de quinasas de proteinas, el mecanismo por medio del cual esta subunidad 
ejerce su control sobre la subunidad catalitica en ausencia de CAMP, es un modelo 
usado por otras quinasas. 
Subunidad Catalitica 
La subunidad catalitica activa de la PKA, fosforila sustratos proteicos, 
generando asi una variedad de respuestas fisiol6gicas controladas por el camino 
de sefializacidn del CAMP. 
La subunidad catalitica es una enzima monom6rica cuyo PM es de 40.800 
(52-54), (para la PKA de corazon bovino). 
Se han identificado tres formas de subunidad catalitica en tejidos de 
mamiferos Cu, Cf3 y Cy. Entre Cu y Cf3 las secuencias de amindcidos difieren 
aproximadamente un 7% (54-55). La isoforma Cu es expresada constitutivamente 
en la mayoria de las dlulas, mientras que la Cf3 es tejido especifica (56,57). La 
tercer isoforma de subunidad catalitica Cy, muestra una identidad del 79% y 83% 
con Cpr y C8 respectivamente (58). 
La secuencia de aminoacidos y el tamafio de la subunidad C estan 
altamente conservados entre las especies, en las que se ha clonado esta 
subunidad (59). 
En levaduras existen tres isoformas de C: TPK1, TPK2,y TPK3 (60). Estas 
subunidades cataliticas poseen especificidad de sustrato que se superpone, ya 
que se vi6 por medio de experimentos de intempci6n de genes, que es s61o 
necesario uno de 10s tres genes en la funci6n celular (61). 
Estructura de la subunidad catalitica 
La subunidad catalitica (figura 2) contiene una regidn de aproximadamente 250 
aminoacidos, comun a todas las proteina quinasas, zona que es conocida como 
nricleo catalitico (62). Esta regidn estd comprendida entre 10s residuos 40 a 285, 
y esta compuesta de varias secuencias conservadas; asi se pueden identificar 
residuos y regiones que son esenciales para la actividad catalitica , para la uni6n 
de ATP-Mg y uni6n del sustrato. La enzima consiste en dos "lobules", uno pequeiio 
de uni6n de ATP-Mg y uno mayor asociado con el reconocimiento del sustrato 
peptidico y la actividad catalitica. 
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Figura 2: 
Subunidad Catalftica de PKA. Estmctum de daminios 
La estructura tridimensional de la subunidad C de la PKA fue la primera 
en ser resuelta a traves del estudio de la estructura cristalografica de la 
subunidad C unida a1 PKI (peptido inhibidor) (figura 3). Posteriorrnente se 
comprob6 que esta estructura bilobular era compartida por otras quinasas como 
la MAPK y CDK. 
1Sitio de uni6n de ATP 
Para que ocurra la catdlisis, la subunidad catalitica debe unir el sustrato 
peptidico y un segundo sustrato que es el ATP. Estos se unen con alta afinidad 
a sitios diferentes en la subunidad catalltica. El ATP se une en un sitio ubicado 
en la porci6n amino terminal de la C. En este sitio se identifid primer0 a la 
Lisina 72, como residuo importante haciendo mutagenesis y modificaciones 
quimicas (63). Luego se confirm6 que la region flanqueante de este residuo era 
tambien importante en la uni6n de ATP (64); dentro de esta regi6n se vi6 que las 
Cisteinas 199 y la 343 estaban tambien involucradas en la union de ATP (65). 
El nucleo catalitico de todas las proteinas quinasas contiene una lisina o 
arginina invariable que corresponde al residuo 72 y que interactua con el y- 
fosfato del ATP (63). 
Figura 3: 
A- Diagmma de la subunidad catalitica de PKA. Dentro de la estructura bilobular, las a- 
Helices y las cadenas IJ son de color verde, excepto D, B y C (arnarillas). El PKI (rojo) se une 
entre las helices D y G. 
5 Rrepmsentacibn de superfick de PKA con el PW (mt)  unido. Los bolsillos hidrof6bicos 
en las posiciones P-l l y P+l, estan en arnarillo. 10s residuos kidos responsables de la uni6n 
de las Argininas del PKI estdn representadas de color azul. 
La regidn de uni6n de ATP whocalizada 20 residuas antes de la Una 
72, y esta regi6n posee una s rica en glkinas: GlpThr-Gly-Ser-Phe- 
my-Arg-Val, la cual es consew- rn todas las quina%as (62); la misma 
p i c i 6 n  de las glicinas est4 pmseM@ atm proteinas que unen nuclebtidos. 
El modelo propuesto para el p o de este segment0 rico en glicinas 
comienza con una cadena B en 10s d u o s  40-45, geguida por una estnrctura 
de helice a, que contiene la secuencia rica en glicinas y terrnina con otra cadena 
f3 que incluye a la lisina 72 hacia el final de la misma. Esta lisina 72 estaria muy 
pr6xima espacialmente a esta regi6n rica en glicinas. 
Tambien participan adicionalmente de la uni6n de ATP grupos carboxilo; 
estos gnrpos unen Mg++, forrnando un complejo ternario con el Mg-ATP.(66); se 
identificaron dos grupos carboxilo reactivos, aspartico 184 y gluthmico 91 (67). 
2Sitio de unidn del sustrato y actividad fosfotransferasa 
La subunidad catalitica reconoce coma sustratos Nptidos que contienen 
dos amindcidos bbsicos separados por uno o dos residuos de la serina o 
treonina que es fosforilada. La actividad catalitica consiste en la transferencia de 
un gnrpo fosfato del ATP a la serina o treonina de la cadena polipeptidica. 
Grupos carboxilo participan en el recanocimiento y transferencia de fosfato al 
sustrato peptidim, se cree que es por unidn con 10s residuos basicos del 
sustrato. Se demostrij que el gluthmico 170 y un gtupo de varios residuos bcidos 
I ' 
* 
.- < J 
que se encuentra en el &mmo terminal de la rnol6culal p a r t i 8 1 1  
I ,  
en el reconocimiento del sustrato (63). 
Tambien se identificaron aminoacidos adicionales que estarian 
involucrados en el reconocirniento del sustrato, la cisteina 199, el glutamico 346 
y la treonina 197 forrnarian tambidn parte tambien del sito activo (69). Este 
ultimo residuo tiene un inter& particular ya que esta fosforilado en la subunidad 
catalitica. Se ha dernostrado que esta fosfotreonina es necesaria no solo para el 
reconocimiento del sustrato sin0 tambien para la interaccion con la subunidad 
regulatdria de la quinasa (70). Haciendo sustituciones de este aminoacido por 
asphrtico o glutarnico se demostr6 que era necesario que en la posicion de la 
treonina hubiera un grupo cargado negativamente para que ocurra la union con 
la R (71) (figura 4). 
La subunidad R posee secuencias denominadas pseudosustrato (vet 
mas adelante, en caracteristicas de la subunidad R), que son inhibidores 
competitivos de la subunidad catalitica. Por lo tanto es muy probable que la R 
reconozca el sit0 activo de la quinasa en forma similar a la de 10s sustratos. 
Actualmente ademas se le asigna un rol importante a la histidina 87 no 
&lo en la interaceion con 10s sustratos sin0 tarnbien en la interaccion con R (72) 
La subunidad catalitica sufre cambios conformacionales cuando el 
sustrato se une a ella. 
PKl(5-24) 
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Figura 4: 
Inbmcci6n de PKA con el PW y con sustratos. Sitios aceptores hidrofbbicos est4n en 
amarillo y sitio aceptor Bcido en azul. 
Modificaciones post-traduccionales de la subunidad catalitica 
Dos modificaciones post-traduccionales ocurren en la subunidad 
catalitica, por un lado la Glicina amino terminal es miristoilada y por otro lado 
esta subunidad es fosforilada en dos sitios. 
La funci6n de la miristoilaci6n no es clara pero se Cree que contribuye 
con la subunidad regulatoria para la correcta localizaci6n de la PKA. 
La fosforilaci6n de la subunidad C ocurre en la treonina 197 y la serina 
338 (73). El rol de la fosforilaci6n en Ser-338 aun no estd claro, sin embargo la 
fosforilaci6n en la treonina 197 es importante para la interaction con la 
subunidad R (71), y recientemente se ha demostrado que esta fosforilaci6n seria 
el resultado de la autofosforilacicin y que seria un paso critico para la activacion 
de la subunidad C (74). 
Tambien se ha descripto un sitio adicional a estos dos que seria 
fosforilado y corresponderia a la serina 10, el cual seria tambien el resultado de 
autofosforilaci6n, pero no tendria efgcto alguno sobre la actividad de la enzima 
Subunidad Regulatoria 
La funcidn principal de la subunidad regulatoria es la de inhibir a la 
subunidad catalitica, en ausencia de CAMP. En eucariotas superiores existen 
dos tipos de subunidades regulatorias, tip0 I y tip0 II, que se distinguen por su 
orden de elucibn en DEAE-celulosa (76). Muestran distinto peso molecular , 
distinta secuencia de aminodcidos, estado de fosforilacidn y localizacidn 
subcelular . 
En cuanto a su estado de fosforilacibn, la RI puede ser fosforilada por la 
subunidad catalitica mientras que la RI no (77,78). Se han clonado isoformas de 
cada tipo de R, Riff (79), R1lu (80), que son expresadas en la mayoria de 10s 
t i ps  celulares, aunque varian las proporciones relativas de cada una ; por otro 
lado se ha encontrado que Ria (81) y R11~ (82), son mas especificas de tejido. 
Ademhs la expresibn de algunas isoformas parem ser constitutiva y la expresibn 
de otras inducible. 
Estructuta de dominios de la subunidad regulatoria 
La subunidad regulatoria es tipicamente un dimero muy asimetrico; esta 
asimetria parece ser mantenida tambien en la holoenzima (63). La estructura de 
dominios de la subunidad regulatoria incluye 10s dominios de dimerizacidn , 
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localizacidn subcelular, inhibicidn de la subunidad catalitica y union de CAMP 
(figura 5). 
La tercera parte de la molkula del lado amino-terminal participa de las 
interacciones proteina-proteina, mientras que las dos terceras partes de la 
mol&ula, del lado carboxilo-terminal confine dos secuencias repetidas en tandem 
las cuales resultaron de la duplicacidn genica, que conforman 10s dominios de 
unidn de CAMP. 
Tanto la Rl como la RII son fosforiladas por otras quinasas de proteinas, la 
RI es fosforilada por PKG, en una serina proxima a1 sitio de pseudosustrato (83), la 
RII es fosforilada en la serina-95 por la misma PKA (84), y ademhs tiene otros 
cuatro sitios de fosforilacidn m4s que est4n entre 10s residuos 44 y 76, y son 
fosforilados por la gluc6geno sintetasa quinasa y la caseina quinasa 11 (85). 
l-Dimerizaci6n de la subunidad R 
La subunidad regulatoria es un dimero estable, que perrnanece intact0 
despues de la liberacion de las subunidades cataliticas. Las unicas subunidades 
regulatorias que no forman dimeros son las de Dictyostelium discoideum (87) y 
Saccobolus platensis (86). La primera contiene una deletion del amino terminal 
(87). 
En RI, 10s monomeros esthn unidos covalentemente por uniones 
disulfuro formadas entre la Cis-16 y la Cis-37 (88). La dimerizacion de RII no 
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Figura 5: 
Subunitfad regulatoria de PKA. Estru@yr.a de dominios. 
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involucra cisteinas, sin0 que es mantenida por interacciones entre 10s residuos 
ch la terminaci6n amino. Se demostrd que el clivado proteolitiw hasta el residuo 
45 generaba RII monom6ricas (89,90); posteriormente se demostr6 que por 
delecidn de solo 10s prirneros 14 residuus se evita la dimerizacion (91). Haciendo 
quimeras con proteinas carrier se ckbmostfo que 10s primeros 30 residuos 
permitian la dimerizaci6n (92). Asi qued6 determinado que 10s residuos 1-30, 
representan un dominio de dimerizaci6n. 
Localizaci6n subcelular 
La localizaci6n subcelular de la PKA esta dirigida por la subunidad R. La 
RI es principalmente citoplasmAtica y la RI es generalmente particulada y estd 
asociada a la membrana citoplasmdtica, citoesqueleto, granulos secretorios o 
membranas nucleares. La localization de la RII esta dada por la asociaci6n de 
esta subunidad con proteinas especificas denominadas "proteinas de anclaje" o 
"AKAPs" (A Kinase Anchoring Proteins) (25,93-96). Se Cree que la funcion tejido 
especifica estA dada por esta localizacidn subcelular por las proteinas de 
anclaje, lo que haria que 10s sustratos fueran m8s accesibles a la quinasa. Se 
ha demostrado que varias de las proteinas identificadas como de anclaje para la 
RII, son sustrato de la PKA, por lo tanto estas proteinas tendrian un rol muy 
importante en la transduccion de seiiales por CAMP. 
2-lnhibici6n de la subunidad catalitica 
La funcidn principal de la subunidad regulatoria es la inhibicidn de la 
subunidad catalitica en ausencia de CAMP. La region principal , pero no la Ijnica, 
que es esencial para la interaccidn con la subunidad catalitica, es la regidn 
conocidad como "hinge" o "bisagra", que yace entre 10s residuos 90 y 100 en la 
subunidad regulatoria. Esta zona es sensible al clivaje proteolitico, en particular a 
la tripsina. Esta region es protegida del ataque proteolitico cuando la R forma parte 
de la holoenzima. Por modificacidn de las argininas de RII con 2,3-butanodiona, se 
demostr6 que estos residuos eran importantes en la interaccion con C (97). Se 
demostro que las secuencias presentes en esta region son semejantes a las 
presentes en 10s sustratos que son fosforilados por la subunidad C (98). La 
subunidad Rl posee , en esta regidn, una secuencia de pseudosustrato o 
pseudofosforilaci6n Arg-Am-Gly-Ala/Oly-Ile-Ser en la cual la Ser que es 
fosforilable esth remplazada por una Ala o Gly. La RII tiene un sitio para la 
autofosforilaci6n en la secuencia Arg-Arg-Val-Ser-VaI-Cys. La autofosforilacidn de 
la serina reduce la afinidad de la R por la C casi 10 veces (84). 
Por proteolisis del amino-terminal dejando esas dos argininas se produce 
una subunidad R que puede unir C, pero si la protedlisis alcanza a las argininas, la 
R no puede formar un complejo de alta afinidad con C; por mutagenesis dirigida se 
demosttd que por lo menos una de las dos argininas conservadas en la regi6n 
"bisagra" es necesaria para la union fuerte entre R y C (99,100). 
Adembs de la subunidad reguktoria, la subunidad catafitica puede ser 
inhibida por la proteina inhibidora termbestable PKI, la cual posee un sitio de 
pseudofosforilaci6n como la RI, y cs un inhibidor competitivo con respecto a 10s 
Nptidos sustratos (1 01,102). Esta i n W 6 n  no puede ser revertida por CAMP. 
Cada mon6mero de R posee dos sitios de uni6n de CAMP, 10s cuales es th  
localizados despues del sitio de dimerizacion y la region de pseudosustrato. Estos 
sitios son denominados sitio A y sitio B, y son el resultado de duplication genica 
(103). Ambos sitios tienen diferentes velocidades de intercambio de CAMP y 
especificidades por 10s andlogos de CAMP. El sitio A tiene preferencia por 10s 
analogos sustiiuidos en N-6 y C-6, mientras que el sitio B tiene preferencia por 10s 
sustituidos en C-8 (103). Estos sitios actuan de manera sinergistica durante la 
activaci6n de PKA (104). Los dominios de union de CAMP muestran similitud de 
estructura con la proteina CAP o CPR de E-coli (105). El dominio de union de 
CAMP esta formado por tres helices a y ocho cadenas 8, que se distribuyen 
espacialmente para forman un bolsillo al cual se une el nucleotido ciclico (figura 6). 
Se ha puntualizado que tres residuos Glicina parecen ser esenciales para 
mantener la integridad estructural de las cadenas f3; ademas se determin6 que son 
esenciales tres residuos Glu, Arg y Ala. 
Figura 6: 
Modelo pure el dominio B de unidn de CAMP, basado en ia estructura cristaiina de CAP. 
A la derecha estan representadas las estructuras de plegamiento, a la izquierda se muestra el 
entorno de unih de CAMP, Estdn destacados la Arg 333 y el Glu 324, y el Trp 260 que estd 
justamate en el limite entre el dominio A y el dominio B. 
Mutaciones en alguna de las Glicinas o cualquiera de 10s otros residuos 
del bolsillo impide la uni6n del CAMP. La alanina tiene funci6n desconocida, 
mientras que el glutamico y la arginina contactan con el CAMP . 
Existen interacciones entre 10s dos sitios de uni6n de CAMP, que son de 
naturaleza diferente en la holoenzima y en la subunidad R libre. La uni6n de 
CAMP al sitio A de la R libre, limita la disociacion del CAMP unido a1 sitio B y a su 
vez limita la entrada de CAMP al sitio B. Estos dos efectos (disminuir la 
probabilidad tanto de la disociacion como de la asociacion de CAMP al sitio B) se 
anulan uno al otro, de manera tal que en la subunidad R libre no hay un efecto 
net0 de la ocupancia de un sitio sobre la afinidad de CAMP en el otro. 
En la holoenzima , la uni6n de CAMP a un sitio aumenta la afinidad por 
este nucledtido del otro sitio. Por lo tanto la uni6n a un sitio aumenta la 
probabilidad de unidn estable del nucle6tido al otro sitio en el complejo 
R2C2cAMP2, y una vez que ambos sitios han sido ocupados, la subunidad C 
tiene mayor probabilidad de disociarse de la R. 
Activaci6n y reasociaci6n de la holoenzima 
Se ha estimado que el orden de la constante de afinidad entre la 
subunidad R y C es del decimo de nM y se determino que el CAMP puede 
cambiar el equilibria entre RII y C casi 20000 veces llevando asi el valor de la 
constante al orden de pM. 
El CAMP disminuye la afinidad entre R y C por dos mecanismos. Por un 
lado se Cree que se induce un cambio conforrnacional que afecta a la regi6n 
"bisagra", la cual ya hemos dicho que es la principal region involucrada en la 
inhibicidn de C por R. Por otro lado se postula que se induciria un cambio 
conformacional de R que alteraria regimes de contact0 entre R y C fuera de la 
regen "bisagra". Tambien se propone un modelo que seria la combinaci6n de 
am bos efectos (1 06). 
Si bien el CAMP induce la disociaci6n de la holoenzima (Kd,300-1000 nM, 
para sitio A y sitio B respectivamente), a concentraciones extremadamente bajas 
de enzima la PKA se disocia en ausencia de CAMP; por el contrario a 
concentraciones muy altas de enzima , la holoenzima persiste aun a 
concentraciones saturantes de CAMP (106). 
La holoenzima de t i p  I, une Mg-ATP con alta afinidad y existe en la 
&lula como un complejo ternario conteniendo R, C y Mg-ATP. El Mg-ATP se 
une 100 veces mas fuerte a la PKA que a la subunidad C, por lo tanto estabiliza 
la holoenzima. El Mg-ADP tiene una afinidad mucho menor por la PKA que por 
la C, esto significa que el Mg-ADP no va a favorecer la formaci6n de la 
holoenzima. La reasociacion de la subunidad catalitica con la subunidad 
regulatoria saturada con CAMP ocurre muy lentamente en ausencia de Mg-ATP. 
Por lo tanto la rapida reasociaci6n de la subunidad catalitica con la subunidad 
regulatoria y la consecuente liberacidn de CAMP necesita el complejo binario de 
subunidad C-Mg-ATP. En ausencia de Mg-ATP la subunidad catalitica no 
asume la conformaci6n 6ptima para que se produzca la liberacibn de CAMP y se 
forme la holoenzima. 
Se sabe menos de la afinidad por CAMP y por Mg-ATP de la PKA tipo 11, 
y ademhs la autofosforilacidn hace mas complicado el analisis. El CAMP cambia 
el equilibria entre RII y C. El Mg-ADP aumenta la reasociacion entre P-RII o RII y 
C, lo cual sugiere que el Mg-ADP tiene mayor afinidad por la holoenzima que por 
C libre. Tambien se vi6 que la subunidad C tiene disminuida la afinidad por R 
fosforilada, en comparacidn con la R no fosforilada (77,78) y que ademds la 
forma fosforilada disocia a una menor concentraci6n de CAMP que la 
holoenzima defosforilada (78). La defosforilacidn podrd ocurrir despues que la 
holoenzima se disocia, cuando la P-Ser se hace accesible a las fosfatasas; por 
lo tanto en el caso de la PKA tipo II, en teoria, la reasociacidn se veria facilitado 
por la participaci6n de fosfatasas (47). 
Especificidad de sustrato de la PKA 
La PKA fosforila muchas proteinas. Aunque 10s sustratos muestran poca 
similitud aparente, deben tener alguna estructura en comun que es reconocida 
por el sitio activo de la PKA. Primero se propuso que el comun denominador 
seria una adecuada estructura tridimensional del sustrato (107). Pero luego 
Kemp (108) estudiando variantes de la 13-caseina, tuvo evidencia de la 
importancia de la estructura primaria en la regidn de la Serina fosforilable. 
Posteriorrnente se identifid a la piwato quinasa como sustrato de la PKA y 
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liinalmente que un fiagmento o csn b m w o  de cia-eno, de esta 
enzima, era mejor sustrato aun que la proteina entera (109). Cuando se 
determino la secuencia de aminohcidos de la piruvato quinasa de higado porcino 
y de rata, fue posible sintetizar p6ptidos que resultaron ser excelentes sustratos, 
con valores de Krn del orden de la concentraci6n de la piruvato quinasa in vivo. 
Se definio asi un heptapeptido con una secuencia consenso que fue sintetizado 
por Kemp (IIO), este sustrato se denomin6 Kemptido y ahora sirve como 
sustrato universal para la PKA. La secuencia de este heptapeptido es Leu-Arg- 
Arg-AlaSer-Leu-Gly. Haciendo estudios de sustitucidn de aminoacidos en el 
Kemptido, se demostro la importancia de 10s residuos arginina ubicados hacia el 
lado amino de la serina fosforilable (1 11). Cambios en la poski6n de esas 
argininas ya sea ubidndolas mhs pldxirnas o mas lejanas de la serina aceptora 
de fosfato, o la sustitucion de estas argininas por lisina hacen que el p6ptido sea 
un pobre sustrato de la PKA. Pot lo tanto de esto surge que las propiedades 
cineticas de sustratos optimos no soportan alteraciones estructurales de las 
proteinas sustrato . 
Estudios de estructura cristalina de la subunidad C unida al PKI, apoyan 
la idea que sostiene que la uni6n a una secuencia especifica de aminotlcidos es 
necesaria para una interaction optima de alta afinidad. Se demostrd que la 
mayoria de 10s sitios de union del PKI esthn ubicados en el lobulo menor de la 
subunidad C. Existen residuos hcidos que son importantes para hacer contactos 
de tipo electmstaticos con 10s residuos arginina del PKI. Tambien se 
identificaron interacciones no electrostaticas entre el PKI y la C, se determind 
que residuos hidrof6bicos ubicados a ambos lados de la serina fosforilable (P+' 
y ~ l l ) ,  se unirian a un bolsillo ubicado en el 16bulo menor. Por inferencia se 
postulan estos sitios de contact0 para las proteinas sustrato (1 12) (figuras 3 y 
4). 
De todo esto surge que hay un gupo de interacciones especlficas que 
son esenciales para la uni6n 6ptima de una proteina sustrato a la quinasa. 
Desviaciones de esa secuencia dptima claramente afectan la posibilidad de las 
proteinas sustrato de interactuar con el sitio catalitico de la quinasa. Sin 
embargo analizando 10s sitios de fosforilaci6n de 10s sustratos naturales de la 
PKA, se encuentra que muchos de estos no tienen la secuencia 6ptima 
esperada, sin0 que presentan secuencias que difieren de dsta. 
Sustituciones en las argininas clave por lisinas o cambios en la 
ubicacidn de estos residuos con respedo a la serina fosforilable, dos situaciones 
que producen efectos drhsticos en la capacidad de un peptido de ser sustrato de 
PKA in vitm, son fen6menos comunes en 10s sustratos naturales. La sustituci6n 
de un residuo hidrofbbico ubicado inmediato a la serina fosforilable del lado 
carboxilo, es tambien pobremente tolerado en 10s pbptidos ensayados in vitro; 
sin embargo es otra variaci6n comun encontrada en 10s sustratos naturales. 
Esta flexibilidad en la secuencia de 10s sustratos sugiere que 6stos 
presentan una amplia variedad de afinidades por la quinasa. Los sustratos de 
una enzima que tiene multiples sustratos, como es el caso de la quinasa, 
compiten por la interacci6n con la enzima; al tener distintas afinidades por la 
subunidad C, y ser por lo tanto mejores o peores sustratos para la fosforilacion 
se puede producir un orden temporal en la fosforilad6n. Por lo tanto la variacidn 
de secuencias de 10s sitios de fosforilaci6n de 10s sustratos de PKA pueden ser 
la base del orden en las fosforilaciones. 
Los sustratos con diferentes secuendas que rodean el sitio de 
fosforilaci6n no s61o tendrian afinidades diferentes por la quinasa sino tambien 
podrian influir en el proceso intrinseco de catblisis, ya que las diferencias en la 
uni6n de 10s sustratos podria reflejarse en diferencias en la uni6n de 10s 
productos fosforilados. Esto ultimo es un paso limitante de la velocidad del 
proceso de catelisis (113). Todo esto llevaria a diferentes velocidades de 
fosforilaci6nI lo cual serla importante en la dinarnica de la transducci6n de la 
sefial, indicando el orden de 10s eventos de la fosforilaci6n de las proteinas 
dentro de la dlula. 
Para considerar una proteina mmo sustrato de la PKA se debe cumplir 
que su fosforilacion in vivo debe surgir en respuesta a un increment0 en el 
CAMP, inducido por un estimulo, y que el sitio donde se fosforila sea el mismo 
que se fosforila por PKA in vitro.Las propiedades funcionales de la proteina 
deberhn sufrir cambios que correlacionen con el grado de fosforilacion y este 
debe mrrelacionar con el nivel celular de CAMP. Un importante indicio de que la 
fosforilacibn tendria significancia fisiolbgica seria que la reaccidn de fosforilacidn 
tenga una Km aparente del orden de su concentraci6n in vivo (1 14). 
En la tabla 1 esun agrupados 10s sustratos encontrados para PKA. Se 
puede apreciar que no todos corresponden a la secuencia consenso Arg-Arg-X- 
Ser. 
Giuctbgeno sinbhsa de mQIculo (la) 
Fosforilasa q u i ~ u  l a  
ProteCna foskatasa 1 
Pirumto quinasa de higado de cerdo 
CREB de cerebm de mta 
Timina hMroxilasa de higado 
Subunidad R I  de PKA 
Fosfolamban 
Receptor de acetil colina 7 
Pro-ANP 
Inhibidor I de proteina fosfatasa 
PFK\ fn~ctosa bbfatasa 
ProteCna ribosomal Sg 
Troponina de corazbn de conelo 
Lipam hormonr sensible 
PFK 
Fenihlanina ' hidroxlkrsa 
MLCK 
Fructosa biiosfatasa 
Fosforiiasa quinasa $ 
Gluc6gmo sintetasa ck mQnculo (1 b) 
Gluc6geno sintetasa da MOsculo (2) 
Carboxilasa A d i  CoA 
ATP Citrato Uasa 
Subunidad CatalWu de PKA (Ser 338) 
RN l RAPQWP 
KSE I KQVEF 
KPGFSPQPS 
EGPAGY L 
&QKRRE I LS 
AVTSPRF l G 
DVP l PGRFD 
VQY LTRSA I 
P M N D L K L  
GPRSL 
PEAAEQ l RR 
SSSSSVLQR 
KRQEQ I AKR 
AGEAKPAPA 
HOWALTES 
EHAHLEH l S 
VVLGNGVLS 
TGHAVRA l G 
E I YNKDKAK 
VLERRARTK 
CTSSSGGSK 
PLS 
SALQDGLAF 
GSTSTPAPS 
NFDDYEEEE 
3RASGT 
3RLS I S 
?RGSES 
?RASLA 
P S V R  
IRQSL I 
FRVSVC 
AS'% I iiisssv 
IRSSCF 
?RTSPA 
IRGSS I 
IRLSSL 
JRRSDR 
JlRRSVS 
3K--GE. 
IKLSDF 
3LSSMA 
SRPSLP 
3SGSVY 
3SNSVD 
3TLSVS 
iMRSSM 
3TASFS 
IRVSIN 
- 
Tabla 1: 
Sustmtos de PKA 9ue estdn presentes en mayor concentmci6n en la c6luia 
1) La distribuci6n celular de la PKA no es al azar. Ya han sido 
mencionadas anteriormente las AKAPs , un grupo de proteinas que se 
encuentran asociadas a,  la subunidad Rll, manteniendo la PKA en zonas 
subcelulares especificas. De esta manera proteinas unidas a la PKA o cercanas 
a su sitio de anclaje serdn blancos preferenciales para fosforilaci6n. 
Recientemente se ha sugerido la idea de transporte de la PKA o de sus 
subunidades a sitios subcelulares especificos, al comprobarse que el PKI podria 
actuar secuestrando C. El PKI actuaria no s61o inhibiendo a la quinasa sino 
tambien intervendria en la localization subcelular de C en presencia de CAMP 
impidiendo su entrada al nucleo o favoreciendo su salida del mismo (1 15). 
La ubicaci6n y el transporte especifico de la PKA dentro de la dlula 
pueden setvir como mecanismos para dar un cierto orden a la fosforilacion de 
10s sustratos. 
2) Este punto ya ha sido discutido antetiormente pen, podemos decir 
resumidamente que la secuencia de aminoacidos que rodea a la serina blanco 
de fosforilaci6n afecta su posibilidad de ser fosforilado por la PKA. Esto esth 
influido tambien por la estructura terciaria de la proteina. El orden en que son 
fosforilados 10s sustratos de una quinasa que posee multiples sustratos depende 
en parte de la eficacia de esa proteina de ser sustrato. Asi las proteinas se han 
diversificado y desarrollado para ser mejores o peores sustratos de fosforilacidn 
de una determinada quinasa. 
3) Una proteina tiene un potencial de ser sustrato que estd determinado 
por la estructura inherente de la proteina; modificaciones en la estructura de esa 
proteina pueden alterar ese potential. Modificaciones covalentes mmo las 
fosforilaciones inducen cambios conforrnacionales en las proteinas, que regulan 
su habilidad de servir a su vez como sustrato de fosforilacion. Tambien pueden 
ocurrir cambios conformacionales en las proteinas por modificaciones no 
covalentes, como puede ser la interaction con moduladores alostbricos. 
De esta manera se regularfa la eleccion de 10s sustratos y el orden en el 
cual estos seran fosforilados por la PKA. 
Control de la sintesis y de la degradaci6n de la subunidades de 
PKA 
Dado que las isoenzimas tiene diferentes roles biol6gicos es importante 
que la mncentraci6n relativa de ellas est6 regulada, lo cual es necesario para 
optimizar la seiializaci6n por CAMP cuando la celula pasa de un estado 
fisiol6gico a otro. 
Primero se pensaba que PKA I y PKA II, estaban diferencialmente 
expresadas en 10s tejidos, sin una correlacidn clara con la funcion del tejido 
(1 16). Luego se determino que en tejidos sexuales dependientes de esteroides, 
el increment0 en la expresion de RI, correlacionaba positivamente con el 
crecimiento inducido por la hormona, lo cual llevo a la hip6tesis que la PKA I era 
promotora de crecimiento (1 17).Una explicacion mas razonable seria que el gen 
de Ria responde generalmente mas rapid0 que el gen para R1lu a la demanda 
de un increment0 en la sintesis de R, wmo cuando 10s tejidos crecen 
rapidamente en respuesta a horrnonas, regeneration o realimentacib 
(1 17,118). 
El CAMP mismo , influye sobre la expresion de PKA. Se ha visto que el 
CAMP induce RI, y Rlla en distintas lineas celulares (1 19,120) En respuesta a 
altos niveles de CAMP puede ocurrir una regulacion negativa de la actividad de 
PKA, como consecuencia de una disminud6n en 10s niveles de subunidad C, 
presumiblemente por la acci6n de una proteasa con eficiencia particular por la 
subunidad C libre (121). La regulation negativa de la PKA tambien se puede 
alcanzar por un aumento en 10s niveles de la subunidad R, relativos a C 
(1 18,122). Se encontr6 una secuencia wnsenso de respuesta a CAMP en el 
promotor de RI, , que podria explicar la transcripci6n estimulada por CAMP 
(123) de esta subunidad. Aunque se ha demostrado la estabilizacion de Rl por 
CAMP (124) es mas comun que el CAMP promueva la degradation de R por 
protedlisis diferencial de la R libre despues de su disociaci6n de C (125). El 
CAMP pude aumentar 10s mRNA de RII 8, por activation transcripcional y por 
estabilizacion del mRNA (1 23,119). 
QUINASA DE PROTEiNAS DEPENDIENTE DE CAMP DE 
Mucor muxii 
La quinasa de proteinas dependiente de CAMP (PKA) del hongo Mucor 
muxii es una enzima tetramerica, R2C2 en la cual cada subunidad R tiene un 
peso molecular de 75 Kd (126). Se determind la existencia de dos sitios de 
unidn de CAMP por mondmero de subunidad regulatoria, como en la de 10s 
eucariotas superiores, existiendo cooperatividad positiva entre ellos. Tambien 
como en la enzima de mamiferos hay sinergismo en la activation de la enzima 
por analogos especificos de uno y otro sitio (127). 
Se ha reportado que esta quinasa de proteinas presenta la propiedad 
inusual, de no ser disociada por CAMP solo (128). Por incubacidn de la 
holoenzima con CAMP se forma un complejo ternario R2Cz-cAMP2 (129), en el 
cual el CAMP se une s61o al sitio 1 (127). La disociaci6n de la enzima se logra 
cuando se agrega NaCI, histona o protamina junto con el cAMP(128,129); bajo 
esas condiciones 10s cuatro sitios son entonces ocupados (127). 
Se estudi6 tambien la influencia del sustrato proteico en la disociaci6n 
de la PKA por CAMP y se observ6 que la activaci6n por sustratos basicos como 
protamina e histona era mayor que por el heptap6ptido sintbtico kemptido. Se 
encontd ademas que 10s policationes: polilisinas, histonas y poliaminas, 
producen estimulaci6n en la activaci6n de esta enzima por CAMP cuando se usa 
kemptido como sustrato. Se postul6, a partir de estos resultados, que la 
presencia de dominios bbsicos en el sustrato proteico o la presencia de 
poliaminas tiene gran importancia en- b activation de la quinasa de protelnas de 
Mmuxii (1 30) por CAMP. 
Se demostri, tambien . la existencia de una forma de holoenzima 
dimdrica, que se denomind R'C cuyo peso molecular es de 88.000 . Se encontr6 
en cultivos de fase estacionaria, y se la pudo obtener tarnbien por prote6lisis 
limitada de la holoenzima nativa. Se determin6 que el peso molecular de R' es 
de 38 Kd (127,131). 
Se han descripto quinasas dependientes de CAMP en otros eucariotas 
inferiores. En S. cerevisiae (1 32), D. discoideum (1 33), C. elegans (1 34), 
B.emersonii (1 35), U.maydis (1 36) se describi6 un solo gen que codifica para la 
subunidad R. Para la subunidad C se describii, un solo gen en C.elegans (137) y 
B.emersonii (138), mientras que para S.cerevisiae se han aislado tres genes 
(1 39). 
Por ensayos bioquimims se ha descripto adembs actividad quinasa 
dependiente de CAMP en N.crassa (140), T.cruzi (141), S.platensis (86), U 
maydis (1 42), Paramecium tetraurelia (1 43). 
DIFERENCIAC~ON EN HONGOS - CONTROL POR CAMP 
En hongos, el CAMP controla numerosas funciones; Pall (4) propuso 
seis criterios que debian cumplirse para considerar que una funci6n especifica 
es controlada por CAMP : 1) correlacibn entre 10s niveles end6genos de CAMP y 
la funci6n propuesta , 2) correlaci6n de la activacibn de la PKA con la funci6n 
propuesta, 3) influencia sobre esa funcion del CAMP o sus analogos, 4) 
influencia sobre esa funcion de drogas que afecten la adenilato ciclasa y la 
fosfodiesterasa de CAMP, 5) cambios en esa funcion en mutantes con niveles 
aumentados o disminuidos de CAMP, 6) control por CAMP de la funcion en un 
sistema libre de celulas. Para sugerir un rol para CAMP en la diferenciacion de 
10s hongos deberian cumplirse uno o mas de estos criterios. Aunque la 
morfogenesis es un proceso wmplejo , la reaccion esencial para que se 
produzca la morfogknesis de 10s hongos estd relacionada con la cascada del 
CAMP (4). 
Un tipo simple de diferenciacion en hongos es la esporulaci6n. La 
eleccibn entre continuar en mitosis o entrar en meiosis y esporulacibn es hecha 
en la fase G I  del ciclo celular en Sacchammyces, donde esta involucrada la 
cascada de CAMP (144). Tipos mas complejos de diferenciacion se pueden 
observar en la morfogknesis de las hifas, forrnacion de cuerpos de fructificacion 
en hongos y el dimorfismo. Se ha demostrado en Sacchammyces, que en el 
inicio de la meiosis, se necesita un nivel bajo de CAMP o la ausencia de 
actividad de PKA (145); tambien que altos niveles de CAMP son necesarios para 
la esporulacion normal de levaduras (145). 
Hay evidencias tambien del control de la germination por CAMP, ya que 
durante un tratamiento terrnico de esporas de Phycomyces blakesleeenus la 
actividad de la fosfodiesterasa de CAMP se reduce significativamente y se 
observa un increment0 rbpido y transiente en el CAMP (146). Este increment0 
precede el aumento observado en la actividad de trehalasa, sugiriendo que la 
activacion de trehalasa es debida a fosforilaci6n dependiente de CAMP, tal como 
ocurre en un sistema in vivo (147). A diferencia de estas esporangiosporas las 
de M.ruuxii germinan sin ningljn pretratamiento en un medio con glucosa como 
fuente de carbono; en estas condiciones se puede observar un aumento del 
contenido de CAMP y de la actividad de trehalasa (159). La germinacion de 
blastosporas de Candida albicans est4 acompafiada por un aumento en 10s 
niveles de CAMP (148). En Blastocladiella emersonii 10s niveles de CAMP 
aumentan durante la germinacion de las zoosporas (149) y la germinacion se 
puede inducir por CAMP o inhibidores de la fosfodiesterasa (150). Todos estos 
datos sugieren que, a pesar de set transiente, el increment0 de CAMP induce la 
germinacion de esas esporas via la fosforilaci6n de proteinas celulares, y el 
CAMP seria la sefial que controla la liberaci6n del estado durmiente de las 
esporas (1 44). 
Otra forma mds compleja de diferenciacibn es el dimorfismo micelio- 
levadura en hongos, que se describe como un proceso de interconversion entre 
formas levadura y formas miceliares o filamentosas; m4s adelante es discutido 
en mas profundidad este proceso para Mucor. 
DlMORFlSMO EN Mucor muxii. 
El hongo M.ruuxii pertenece a la clase Zigomicetes, orden Mucorales. 
Las especies de Mucor tienen las propiedades tipicas de otros Zigomicetes, 
' 1  
~ - m  : p r o  poseen una caracteristica, la cual hace a muchas pero no a todas las 
especies de Mucor distintas de otros Zigornicetes. Esta propiedad es el 
dimorfismo. Aunque todas las especies de Mucor presentan una variedad de 
morfologias diferentes, dadas por la production artrosporas, 
esporangiosporas y zigosporas, solo aquellas que pueden crecer en forma de 
I I 
largas hifas o con un crecimiento multipolar esferico como dlulas 
levaduriformes son las denominadas dimorficas. 
I 
La zigospora es el resultado de la reproduction sexual, formada por la 
fusion de hifas hornotalicas o heterotalicas. Las artrosporas surgen como 
respuesta adaptativa , se forman despues de cesar el crecirniento logaritmico o 
en respuesta a condiciones nutricionales o ambientales desfavorables. Se 
forman por liberacion de 10s extrernos de las hifas, 10s cuales se septaron y 
engrosaron su pared. Finalmente las esporangiosporas surgen de estructuras 
denominadas esporangioforos que se forman en las terminaciones de las hifas y 
&lo cuando crece en medio solido y bajo condiciones aerobicas. 
Estas esporangiosporas son caracteristicamente elipsoides, uninuclea- 
das, con una pared externa muy diferente de la de la dlula vegetativa tanto 
quimica como morfologicamente. Esth relativamente enriquecida en proteinas y 
lipidos, y contiene grandes cantidades de glucanos y melanina, 10s cuales esMn 
I 
completamente ausentes en las iiredes de las formas hifas o levaduras. A su 
vez 10s niveles de quitina, quitosano, dcido glucuronico y fosfato son mucho 
menores en las esporas que en las dlulas vegetativas. Estas esporangiosporas 
pueden crecer corno un rnicelio cenocitico filamentoso o bien como dlulas 
levaduriformes, y la direcci6n morfol6gica precisa dependersl de las condiciones 
nutticionales y gaseosas del ambiente. 
lndependientemente de si las esporas se van a desarrolar como hifas o 
Ievaduras, tienen primero un period0 comun de crecimiento esfbrico. Este 
crecimiento no es el resultado del mero aumento de volumen por hidratacidn 
sino que es debido a crecimiento logarftmico en el que hay sintesis de 
macromol6culas. El tipo y cantidad de estas macromol6culas parece ser critico 
ya que podrian determinar o dirigir el tipo de morfologia. Durante el crecimiento 
esf6rico se sintetiza pared por debajo de la pared existente de la espora. Esta 
tiltima se fragmenta y se adhiere a la pared nueva. Luego emergedn yemas o 
tubos germinativos, dependiendo de las condiciones en que est4 creciendo. 
Despu6s de esta emergencia la pared es uniforrnemente depositada en la forma 
levadura o localizada apicalmente en las hifas. 
Las hifas surgen de las dlulas esfbricas en forrna de cortas 
proyecciones denominadas tubos germinativos; a partir de 6stos y por 
wedmiento apical, se desarrolla una estructura multinuceada no septada tubular 
conocida como hifa cenocitica. El crecimiento de la hifa es unicamente por la 
punta, es el unico sitio donde se sintetiza la pared celular, y es altamente 
susceptible a la ruptura inducida osmoticamente. 
Las levaduras de Mucor son dlulas multinucleadas esf6ricas que 
crecen y se propagan por medio de gemaci6n de yemas. Estas yemas parecen 
originarse en sitios al azar sobre la superficie de la dlula madre. 
Las especies dimorfrcas de Mucor no son todas iguales en su respuesta 
morfol6gica al ambiente, sin embargo se pueden hacer dos generalizaciones: I )  
las hexosas fermentables son siempre necesarias para el crecimiento en forma 
de levadura (151,152) y 2) la anaerobiosis favorece el crecimiento en forma de 
levadura (151,152). Ya sea a partir de esporangiosporas, artrosporas o celulas 
vegetativas en medio liquid0 o solido de crecimiento un dado conjunto de 
condiciones usualmente producen una misma respuesta morfologica (1 51). 
Se ha podido determinar que el dimorfismo surge de una interaccion 
compleja de factores ambientales, nutricionales, metabolicos y enzimaticos, 
estableciendose una verdadera correlation entre la morfogenesis y las fuentes 
de carbono (hexosas), dioxido de carbono y oxigeno, poliaminas y sintesis de 
lipidos. Sin embargo se ha llegado a correlacionar sin lugar a dudas al CAMP 
con el dimorfisrno. Por ejemplo celulas levaduriformes crecidas en presencia de 
C02 contienen altos niveles de CAMP en contraste con las hifas aerobicas en 
las cuales 10s niveles de este nucleotido son bajos (153). Se ha visto ademas 
que la adicion de CAMP a cultivos aerobicos de M.muxii, conteniendo azucares 
fermentables, inhibia el crecimiento apical (1 54). Cuando esporangiosporas de 
M.muxii germinan aerobicamente en presencia de 0.15 mM de dibutiril-CAMP en 
el medio de cultivo, las celulas no emiten tubos germinativos y crecen en forma 
isodiametrica sin impedirse el crecimiento general (1 55). 
Tambien las enzimas relacionadas con el metabolismo del CAMP han 
sido caracterizadas en M.muxii donde se determino que la actividad de la 
fosfodiesterasa de CAMP correlaciona con 10s niveles de CAMP medidos siendo 
de cuatro a seis veces mayor en hifas que en levaduras; la adenilato ciclasa en 
contraste perrnanece en 10s mismos niveles en ambas morfologias (154,156). 
En M.racemosus (1 57), M.mucedo (1 58), M.genevensis (1 58), M.muxii 
(159,160), se midieron 10s niveles de CAMP durante la germinacion de 
esporangiosporas. Todos 10s investigadores encontraron que este nucleotido 
aumenta rapidamente y sustancialmente durante el period0 de crecimiento 
esf6rico de las esporas. En M.muxii se determino que se alcanzan 10s niveles 
mkimos durante 10s primeros minutos , cuando las esporas esthn en un medio 
con glucosa (160). Antes de la emergencia del tubo germinativo la concentration 
del nucle6tido cae rapidamente y se mantiene bajo durante el crecimiento de la 
hifa (1 53). 
En el sistema de transducci6n de seiiales por CAMP el componente 
principal de la cascada es la PKA, la cual media las acciones de ese nucle6tido 
cidico por fosforilaci6n. Nuestro laboratorio tiene como objetivo general estudiar en 
detalle este mecanismo de transducci6n de sefiales y uno de 10s sistemas 
utilizados para este estudio es el hongo dimorfico Mucor muxii, en el cual ya se ha 
caracterizado desde el punto de vista bioquimico a la PKA y tambien la fisiologia 
del hongo durante su germinaci6n. Se ha demostrado en M. muxii que analogos de 
CAMP tienen un efecto sobre la morfologfa de las esporangiosporas en crecimiento 
aerobico, impidiendo el crecimiento polarizado de las hifas (155). Estos resuitados 
junto con la descripci6n de 10s niveles de CAMP que aumentan inmediatamente de 
iniciada la gerrninacion en M. muxii (160) asi como en otros hongos y levaduras, 
hicieron pensar que la PKA podia estar involucrada en 10s estadios tempranos de 
la germinacion. 
El objetivo de esta tesis doctoral ha sido estudiar la regulation de la PKA 
durante la germinacion aer6bica del hongo y comenzar la busqueda de sustratos 
endbgenos de esta enzima. 

I - PREPARACION DEL MATERIAL BIOLOGICO 
La cepa de M.muxii uiilizada, es la cepa NRRL 1894, obtenida 
originalmente por el Dr. W.C.Hesseltine y cedida a nuestro laboratorio por el Dr. 
Roger Storck. 
1.2- OBTENCI~N DE ESPORAS Y MANTENIMIENTO DE LA CEPA 
El mantenimiento de la cepa y la obtenci6n de las esporas usadas para 
el cultivo del hongo, fueron hechos de acuerdo a lo descripto por Haidle y Stork 
(161), en agar-jug0 de tomate . 
1.3.1- Preparaciiin de cultivos para la purificaciiin parcial de PKA 
Los inhulos fueron de 5x105 espwas por ml en medio YPG(162), con 
3% de glucosa como fuente de carbono. Los cultivos fueron crecidos a 28 "C, 
con agitation continua. Una preparacidn tipica comprende 500 ml de medio de 
I 
cultiio en Erlenmeyers de 2 litn Luego de 14-16 hs de crecimiento (fase 
logaritmica), 10s cultivos fueron cosechados por filtraci6n a traves de papel 
Whatman No 1, lavados exhaustivamente con agua destilada fria y molidos con 
N2 liquido hasta obtener un polvo fino que fue procesado inmediatamente y 
conservado a -70°C hasta el momento de ser usado. Se obtuvieron en general, 
5 gr de micelio a partir de 500 ml e medio. 1 
1.3.2- Preparacibn de cultivos para la medicibn de actividad enzimdtica 
I 
durante la germinacibn 
I :  Se crecieron 106 esporas por ml de medio YPG, con 3% de glucosa a 
28°C y con agitaci6n continua. Muestras de cultivo correspondiendo 
aproximadamente al mismo peso humedo fueron tomadas a distintos tiempos de 
crecimiento, desde 30 min hasta 7 hs El tiempo cero(0) correspondi6 a una 
cantidad equivalente de esporas tomadas directamente de la soluci6n stock en 
agua destilada esteril. 
Los cultivos fueron filtrados utilizando nitrocelulosa de 0.45 pm 
(Whatman). Los volllmenes de m io tipicamente filtrados fueron de 500, 400, T 
250, 100, 100, 50,y 20 ml para 30 min y 1, 3, 4, 5, 6 y 7 hs de germinaci6n 
respectivamente. 
Las dlulas cosechadas fueron guardadas a -70°C hasta su uso. 
2- PREPARACIONES DE PKA 
A partir del polvo de micelio se prepard el extracto enzimhtico de PKA. 
Todos 10s pasos que se detallan fueron realizados a 4°C. Este micelio fue extraido 
con dos volumenes de buffer GB, con agitacidn suave durante 20 min Se 
centrifuge a 10.000 rpm (15000 xg) durante 30 min El sobrenadante ( 3 0 )  fue 
llevado pH=6 y 0.3 M ClNa previo a su sembrado en una columna de fosfocelulosa 
a una relacidn de 50 mg de proteina por ml de resina. 
Este paso fue incluido para depletar el extracto de Caseina quinasa II 
(163). El percolado fue dializado contra buffer GB y cromatografiado en una 
columna de DEAE-Sepharosa a una relacidn de 20 mg de proteina por ml de 
resina 
La columna fue eluida con un gradiente continuo de 0 a 0.6 M de ClNa en 
buffer GB. Las fracciones con actividad de PKA fueron juntadas y precipitadas con 
sulfato de amonio 80% de saturacion. En este paso la enzima fue guardada en 
alicuotas a -20°C o bien dializada contra buffer GB o cromatografiada por 
Sephadex G-25 para eliminar el sulfato de amonio y sometida a una ulterior 
purification en gradientes de sacarosa 
Alternativamente se us6 como fuente de enzima la preparacidn obtenida 
hasta la etapa de DEAE-Sepharosa o la obtenida luego del gradiente de sacarosa, 
segun se indica en cada caso. 
2.2- PREPARACI~N DE LAS SUBUNIDADES DE LA ENZIMA 
La preparacion de holoenzima destinada a preparar las subunidades de 
PKA fue obtenida haciendo algunas variaciones al protocolo del punto anterior. 
El micelio fue extraido con 2 volumenes de buffer GB, centrifugado para obtener 
el S10 y 6ste fue sembrado en una columna DEAE-Sepharosa que se eluyo en 
forma discontinua con 0.1 M ClNa y 0.4 M ClNa en buffer GB usando 2 
volumenes de buffer por lecho en ambos casos. Este ~iltimo eluido fue 
concentrado con sulfato de amonio 80% de saturacion, cromatografiado por 
Sephadex G-25 o dializado contra buffer GB para eliminar la sal. 
2.2.1- Preparacibn de subunidad catalitica 
Se siguio el protocolo descripto en (126). La preparacion de DEAE 
desalada fue sembrada en una columna de CAMP-agarosa(O.51 ml) (~6-CAMP 
agarosa de Sigma Chemical Co.) equilibrada con buffer GB. La columna fue 
lavada con 2 volumenes de buffer GB y la subunidad catalitica eluida con 10 
volumenes de ClNa 0.5 M en buffer GB. 
En las fracciones recogidas se midi6 proteina y actividad quinasa 
independiente de CAMP, se juntaron aquellas fracciones que tenian alta 
actividad catalitica y baja concentracidn de proteina total. 
Tipicamente 10 p1 de una preparacion de C catalizo la incorporadon de 
300 pmol de fosfato al kemptido en condiciones estandar de ensayo. 
2.2.2- Preparacidn de subunidad regulatoria 
La subunidad regulatoria fue purificada siguiendo el protocolo estandar, 
descripto en (1 64). 
Una preparacion de PKA de DEAE desalada, fue sembrada en una 
columna de CAMP-agarosa. La columna fue lavada exhaustivamente con 10 
volllmenes de buffer GB y con otros 10 vol. de ClNa 2 M en buffer GB. La 
subunidad R fue eluida luego de incubar la columna toda la noche a 4"C, con 
CAMP 10 mM en buffer GB y hacer dos lavados con el mismo buffer. 
3- PREPARACI~N DE EXTRACTOS DE CELULAS DE 
DlSTlNTOS TIEMPOS DE GERMINACION 
Los extractos fueron preparados a partir de 10s cultivos obtenidos en el 
punto 1.3.2, a 10s cuales se les agregd 1.2 gr. de perlas de vidrio ( 460-600 pm 
de diametro), 0,6 ml de buffer de extracci6n y se lo agit6 con vortex tres veces 
durante 1 min a 4OC. El extract0 asi obtenido fue separado en alicuotas y 
guardado a -70% hasta el momento de su uso. 
HOLOENZIMA PARCIALMENTE 
La medicion de adividad se hizo usando kemptido como sustrato. La 
I 
reacci6n se llevd a cab0 en mezclas de 70 pl conteniendo buffer Tris-CIH 50 mM 
pH=7.4, 2-mercaptoetanol 2 mM, MgC12 10 mM, [$~P]ATP 50 pM (300-1000 
cpmlpmol), kemptido 63 pM, la enzima y cuando correspondio CAMP 10 pM. 
Una unidad cataliza la incorporacidn de 1 pmol de fosfato a kemptido en 10 
minutos a 30°C. 
Luego de incubar 10 min a 30°C las reacciones se detuvieron sembrando 
50 pl en papeles de fosfocelulosa ( Whatman P-81) de 2x2 cm, que fueron 
sumergidos en dcido fosforico 75 mM, y lavados 3 veces, 5min cada vez, con el 
mismo 4cido y una llltima vez con etanol. Los papeles fueron secados y se 
deterrnino la radioactividad en solucion centelladora de tolueno (165). Todas las 
deterrninaciones fueron realizadas por duplicado. 
I 
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4.2- MEDICION DE ACTlVlDAD DE LAS SUBUNIDADES DE PKA EN 
EXTRACTOSCRUDOS. 
4.2.1- Determinacidn de subunidad regulatoria 
La medicion de subunidad R se bas6 en la capacidad de esta subunidad 
de unir [~H~CAMP. 
Para esto alicuotas de extractos crudos (50-150 pg de proteina total) 
fueron incubadas con 0.3pM IN HI CAMP (104 cpmlpmol), 0.5 M ClNa en Tri-CIH 
15 mM pH=7. Despuds de 30 min a 30°C se filtraron alicuotas por nitrocelulosa 
de 0.45 pm. Los filtros fueron lavados con grandes volumenes de Tris-ClH 
15mM pH=7,se secaron y la radioactividad fue contada con solucion 
centelladora de tolueno (1 66). 
4.2.2- Medicidn de subunidad catalitica 
La cantidad de subunidad C fue determinada ensayando su actividad 
fosfotransferasa, usando tambien en este caso kemptido como sustrato. 
Las muestras ensayadas fueron diluida entre 20 y 40 veces en buffer de 
diluci6n . 
Para el ensayo se incub6, en un volumen final de 70 PI, la muestra 
diluida (0.5-2 pg de proteina total) con una mezcla de incubacidn conteniendo 
50mM fosfato de potasio pH.6.8, kemptido 75 pM, [ ~ ~ P I A T P  0.1 mM (1300 
cpm/pmol), EGTA 0.5 mM, EDTA 0.1 mM, 2-mercaptoetanol ImM, C12Mg 10 
mM y con o sin el agregado de CAMP 10 pM. La reaccibn fue incubada durante 
10 min a 30 OC; alicuotas de esta mezcla de reaccibn fueron procesadas en 
papeles de fosfocelulosa como en 4.1. Todos 10s ensayos fueron hechos por 
duplicado y se usaron ademds muestras de tres experimentos independientes 
en 10s cuales se utilizaron para la gerrninacibn esporas de distintas 
preparaciones. 
4.3- MEDICI~N DE ACTlVlDAD DE LAS SUBUNIDADES DE PKA EN 
CELULAS PERMEADAS 
4.3.1- Preparacibn de cOlulas permeadas. 
El procedimiento de permeacibn fue hecho de acuerdo a lo ya descripto 
(167). Celulas (0.5-2x109) provenientes de cultivos de distintas horas de 
germinacibn, fueron resuspendidas en 1 ml de buffer de permeacion. Se les 
agreg6 150 p1 de una mezcla tolueno:etanol (1 :3) y se agito vigorosamente con 
vortex durante 5 min en forma inintermmpida. Las &lulas fueron centrifugadas 
inmediatamente con microcentifuga y lavadas tres veces con el mismo buffer. 
Estas dlulas asi tratadas fueron usadas dentro de la hora de hecho el 
tratamiento de perrneacibn . 
4.3.2- Ensayos de actividad de C y R 
Alicuotas conteniendo de 0.8-1.6~107 dlulas fueron usadas para medir 
adividad de C. Se us6 el mismo ensayo que en 4.2.2 pero se incubi, durante 5 
min a 30 "C. Despuds de la incubacidn se agrego albumina serica bovina a una 
concentraci6n final de 10 mglml, se hirvid durante 5 min inmediatamente y 
centrifugd. Alicuotas del sobrenadante fueron sembradas en papeles de 
fosfocelulosa como ya se describid. 
Para medir actividad ligante de CAMP, alicuotas de esporas permeadas 
fueron incubadas con [~HJCAMP, en las condiciones estandar de ensayo. Luego 
de la incubacidn se procedi6 como se indid anteriormente en 4.2.1. 
5- ENSAYOS DE AUTOFOSFOR~~AC~~N 
Los ensayos de fosforilacidn end6gena fueron hechos con 50 pM 
[ ~ ~ P W T P  (1000cpmlpmol), en ausencia de CAMP y de sustrato ex6geno y con 
o sin adici6n de subunidad C de M.muxii, purificada como en 2.2.1. Las 
condiciones estandar de preincubacidn para la autofosforilacidn fueron de 4OC y 
2 min. Cuando fue necesario, las reacciones fueron detenidas con el agregado 
de EDTA a una concentraci6n final de 15 mM. La fuente de enzima fue 
holoenzima preparada por DEAE-Sepharosa y en algun caso tenia un paso mas 
de purificaci6n a traves de una ultracentrifugacion en gradiente de sacarosa. 
5.1.1- Cromatografia en CAMP-agarosa 
La cromatografia en CAMP-agarosa de proteinas fosforiladas 
endogenamente fue realizada utilizando PKA de una preparation de DEAE- 
Sepharosa, la cual fue incubada 5 min a 30% en un volumen final de 140 pl con 
50 pM de ~ ~ ~ ( 1 2 x 1 0 6  cpm) y C12Mg 10 mM. La reacci6n fue detenida con 
EDTA. Se sembr6 luego una columna de cAMP-agarosa (~6cAM~agarosa de 
Sigma Chemial Co.. Se dej6 que la muestra se uniera durante 1 h a 4OC, luego 
la columna fue lavada sucesivamene con buffer GB ,con ClNa 2 M en buffer GB 
y con cAMP 10 mM en buffer GB como ya se explic6 en 2.2.2. 
6- CENTRIFUGACI~N EN GRADIENTES DE SACAROSA 
Se prepararon gradientes lineales 520% de sacarosa, buffer de 
extraccion sin CINa, superponiendo siete capas de 650 pl cada una; se dejaron 
a temperatura ambiente durante dos horas, se enfriaron a 4OC y se sembraron 
inmediatamente con extractos correspondientes a distintas horas de comenzada 
la germinaci6n. Las muestras sembradas contenian entre 300 y 600 pg de 
h qxd' 
Se &on (1 1.3 s), peroxidasa (3.5 S) y 
citocromo c (1.7 S). 
7- DETERMINACI~N DEL CONTENIDO DE CAMP 
A distintos tiempos despues de comenzada la gerrninacibn se filtraron 
-- , ! 1 h 4 p p  
por nitmcelulosa ali& asl'aproximadamente 20 mg de peso Mmedo) ae 
cultiios de 1x1 06 espaslml. 
Las membranas de nitrocelum nreron sumergidas inmea~a~amenre en
0.1 M CIH, y fueron sometidas a tres ciclos de congelamiento y 
descongelamiento en N2 Ifquido. Se centrifugb a 10000 x g , 30 segundos y el 
sobrenadante se guard6 a -70°C en alicuotas . 
La cantidad de CAMP fue medida por radioinmunoensayo, usando 
[ 1 2 5 1 ] c ~ ~ ~  ( cedido gentilmente por el Dr. Eduardo Charreau y un anticuerpo 
polidonel anti-CAMP (Chemicon International Inc) (165'). El CAMP unido al 
.... 8 .... .- .A . - I,.. . 
8- ENSAYOS PARA DETERMINAR SUSTRATOS ENDOGENOS 
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'8.1- PREPARACI~N DE MUESTRAS PARA WESTERN-BLOT REVELADOS 
CON ANTI-FOSFOSERINA 
Se prepararon extractos crudos de dlulas de distintas horas de 
germinaci6n. Estos extractos se preparamn como ya se indic6 en 3, con la 
salvedad que se uso buffer de extraccidn suplementado con inhibidores de 
fosfatasas (vanadato 0.15 mM, glicerofosfato 75 mM). A estos extractos 
inmediatamente despu6s de prepsrarfos se les agreg6 buffer de siembra y se 
hirvieron 5 min a 100°C. Las musstras fuemn luego corridas en SDS-PAGE 7% 
y 14% y transferidos a nitrowlul~sa. Para el revelado se us6 el anticuerpo 
monoclonal anti-fosfoserina diluidol : 100 (de Sigma Chemical Co.). 
8.2.1- Fosforilacidn en extractos libres de c4lulas utilizando subunidad C 
Extractos crudos de esporas preparados como ya se indid en 3, fueron 
sernbrados en una alumna de DEAE-Sepharosa que fue eluida con dos 
wncentraciones de CINa, obtenidndibse las fracciones P(percolado), 0.2 M de 
ClNa y 0.4 M CINa. 
Alicuotas de estas fracciones fueron incubadas con [$~P]ATP 50 pM 
(1000 cpmlpmol), Tris-CIH 50 mM y C52Mg 10 mM, en presencia o no de 
subunidad catalitica de M.muxii o de mraz6n bovino ,durante 10 min a 30°C. 
Luego se les agreg6 el buffer de siembra e hirvio durante 5 min; finalmente 
fueron wrridas en SDS-PGE. 
8.2.2- Fosforilacidn en esporas permeadas 
Esporas de M.muxii fueron permeadas con la metodologia ya descripta. 
Las esporas fueros incubadas cob [$~P]ATP 100 pM (1000 cpmlpmol), Tris- 
CIH 50 mM, Cl2Mg 10 mM, en presencia y ausencia de cAMP1O pM . En 
algunos casos se hizo una preincubaci6n con ATP 100 pM y CI2Mg 10 mM y 
con o sin glucosa 3% durante 5 min a 30 O C  y luego se incub6 con el [ ~ ~ P J A T P  
(1 000 cpmlpmol). 
9.1- PREPARACI~N DE AN, ,CU€RPOS POLICLONALES CONTRA 
SUBUNIDAD R 
Los anticuerpos policlonales contra la subunidad R fueron preparados 
inyectando conejos con nitrocelulosa, conteniendo la proteina purificada , 
solubilizada con dimetilsulfoxido. 
Preparaciones de la subunidad R purificada como se indic6 en 2.2.2 se 
sometieron a SDS-PAGE y se tmnsfirieron a nitrocelulosa. La zona 
correspondiente a 55-70 kDa fue cortada, despuds de la transferencia y 
solubilizada usando la minima cantidad de OMSO (168,169). Esta suspensi6n se 
rnezcl6 con adyuvante cornpleto de Freund y se aplic6 con multiples inyecciones 
intradermicas en el lomo del conejo. Se inyect6 por dosis entre 50 y 80 pg de 
proteins, se realizaron 3 dosis, los dias 1,20 y 40. Se hicieron sangrias 7 dias 
despues de cada dosis. El suero preinmune del mismo conejo no reconoci6 
ninguna proteina en extractos de M.rc :ii. El titulo en que se us6 el anticuerpo 
esta indicado en cada caso. 
9.2- DETERMINACI~N DE LA ESPECIFICIDAD DEL ANTICUERPO 
Alicuotas de subunidad R purtficada fueron incubadas con [~H]&MP para 
obtener el complejo [ ~ H ] ~ A M P ~ . R ~  cwno fue descripto (128). Estos complejos 
2 mm de anchb. Estas en kb$J2 30 % &mte 30 min a 
. -  I ,  
9.3- WESTERN-BLOT 
9.3.1- Transferencia 
DespuEts de hacer la electroforesis de 10s geles de poliacrilamida, se 10s 
someti6 a electrotransferencia, con buffer Tris-HCI 25mM, glicina 192 mM, 
I 
metanol 20%, pH 8.3. Las condicionea de transferencia fuemn 30 min a 10 volts y 
1 h 30 min a 45 volts. 
9.3.2- Revelado 
a) Tincibn para proteinas 
Se [lev6 a cabo con una soluci6n de Amido Black 0.2% en metanol-acgtico- 
agua (45:10:45) durante 5 minutos, luego se destifio con la soluci6n de 
&,w. Revelado con antlcuerpoa 
I 4  
1 
Las membranas de nitrum se incubaron durante 60 
min con la soluci6n de bloqueo a temperatura ambiente y con agitacion continua. 
" ;:IF+ 
Luego se reemplaz6 es a so uaon ,a el anticuerpo diluido en solucidn de 
bloqueo. Se incubo durante I h a tmperatura ambiente con agitacion continua. 
Cuando se cumplio con el tiempo de incubation se procedi6 a lavar 3 veces con 
soluci6n de bloqueo y dos veces con TBS. Finalmente se revel6 en algunos 
casos con 4-CI-I-Naftol y ti202 corn0 sustratos y en otros con el sistema de 
revelado de quimioluminiscencia (Dupont-NEN). 
I ,  ; jqp - .:,:&$ 
Este es el protocolo Msm,  t88 v r~ &d&r - cluyen tipo y diluci6n 
de cada anticuerpo se especifimn en 10s resultados y las leyendas de las 
figuras. 
10- ELECTROFORESIS EN GELES DE POLlACRlLAMlDA 
Tanto para las electroforesis desnaturalizantes como para las nativas, 
se usaron mini-geles ae poilacrllamlda 7%, 10%, 12% o 14% segun el caso y se 
sigui6 la metodologia descripta por Laemmli (171). Las muestras fueron 
mezcladas con un volumen adecuado de buffer de siembra y hervidas a, If$!!&* 
.*Al,i$ 
durante 5 min Las corrida se hicieron con voltaje constante de 100-1 50 vdtios, a 
I 
temperatura ambiente. Cuando 10s geles no fueron transferidos a 
heron teAidos ---a visual~zw #as pr~teinas con la solucion teiii&ra de 
-- -- - 
' T  
Coomasie-Blue y destefiidos con ta wtuci6n decolorante, luego fueron secados 
al vacio y p r  calor. Cuando las muesfiras owridas habian sido sometidas a 
dstintos m6todos de fosforilacion , viclad incorporada en las proteinas 
'I 
1 fue detedada exponiendo 10s g&b& meMe seam a autorradiografia, 
usando una ,plicul . . utilizando pntalla amplificadora. @.(. ..qL?$; .- 
- . 2:. ' F' 
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1 I - OTRAS AC 
1 1 .I- PEROXIDASA y CATALASA 
Se siguieron las tknicas desaiplar en el manual de Worthington (172). 
La ~roteina soluble fue dosada por el metdo de Bradford (173), usando 
ieroalbumina bovina como protefna patr6n. 
La protelna total se midi6 por el Mtodo de Lowry (174), despu6s de 
haber sido solubilizada con tratamientn alcalino. Tambien se us6 seroalbumina 
bovina corno proteina patron. I 1 ,. k 1 1  
Se determind en contador de centelleo liquido, usando mezcla 
centelladora de tolueno. Para las muegtras en soluciones acuosas se us6 una 
mezcla de tolueno-Arkopal N 100 (3: 1) . 
La mezcla centelladora de tolugno contiene 0.1 gr de dimetil POPOP[1,4 
bis 2(4-metil-5-feniloxazolil benzene)] y 4 gr de PPO (2,5-difeniloxazoll en un litro 
de tolueno. 
13.2- RADIACI~N 7 
Se utiliz6 un contador 7 de pozo, en ausencia de sotucion centelladora. 
14- BUFFERS Y SOLUCIONES 
BUFFER GB: 
Tris-CIH 10 mM, pH=7.4 
2-mercaptoetanoI10 mM 
EDTA 1 mM 
EGTA 1mM 
p-metil-suhnil-fluoruro 0.5 mM 
BUFFER DE EXTRACCI(~N: 
K2HP04-KH2P04 50 mM, pH=6.8 
EDTA 5 mM 
EGTA 3 mM 
NaCl 120 mM 
2-mercaptoetanol 10 mM 
p-metil-subnil-fluoruro 1 mM 
antipaina 3 pglml 
benzamidina I mM 
J ,  29 nL 1 
BUFFER DE B)QLUCION: '.'. " I 
K2kiPO 5a mSVlh pW6.8 
EOTA 3 @  
2 10 OM 
BSA 0.9 RQM 
BUFFER DE PERMEAC~W: 
TricClH 60mD6v$, , 
EGTA I d 4  &,,,-; n I 
2-mercaptWW fO mM 
EDTA 3 Mi# 
Wmid im 4 @#dl 
PWF 1Im.M 
BUFFER TBS: 
BUFFER TBS-TWEEN 
TBSItween 20 0.1 % 
SOLUCI~N DE BLOQUEO: 
TBSItween 
leche descremada en polvo 5% 
SOLUCION TENIDORA: 
Coomasie-Blue R 0. I % 
acido adtico 40% 
metanol20% 
SOLUCI~N DESTE~IDORA: 
Acid0 a c e t i  40 % 
metanol 20% 
RESUL TA DOS 
I- REGULACI~N DE LA PKA DURANTE LA GERMINAC~N 
Con la idea de estudiar la regulation de la PKA in vivo durante la 
germinaci6n aerobica de M. rouxii, se midieron 10s niveles de la subunidad 
regulatoria (R), la subunidad cata l i t i  (C) y del CAMP, durante 10s estadios 
I 
terhpl;tlnas de este proceso. 
Antes de pasar a explicar estos resultados debemos hacer algunas 
consideraciones acerca de la metodologia em,Lada en 10s experimentos, para 
una mayor comprension de 10s mismos. 
Para medir en forma adecuada la actividad especifrca de la subunidad 
catalitica de PKA en extractos de &lulas, se debieron hacer una serie de 
experimentos previos que permitieron determinar las condiciones de ensayo para 
medir actividad de C en condiciones lineales. 
En estas condiciones, la actividad quinasa fue inversamente proportional a 
la diluci6n enzimatica, de esta manera nos aseguramos que el ensayo no fuera 
afectado por inhibidores y nos permitid comparar las actividades de distintos 
extractos. 
Para extractos de esporangiosporas se determino que no habia 
pmporcionalidad entre la alicuota de hornogenato ensayado y la actividad quinasa, 
por encima de 10s 2 pg de proteina total. Se eligid entonces para medir actividad 
de PKA, en extractos de dlulas provenientes de distintas horas de germinacidn. 
una cantidad de proteina total que varid entre 0.5 y 2 pg. Dado que en esa 
sumamente baja 
una alta adividad especifica de [ ~ ~ P J A T P  ( aproximadamente 1000 cpm1pmoJ). 
La actividad enzimhtica fue ida en ausencia y presencia de ; yf', -, h; - ' 
.:- t; . . -4; ..; 
CAMP 10 pM. Sin embargo creemos que esta relacion obtenida , es decir la 
actividad en ausencia de CAMP dividida por la actividad en presencia de CAMP, no 
refleja el grado de activacion enddrgena de esta enzima (afirmacion que concuerda 
con la opinion de Dsskeland (175)). Esto se debe a que si la dilucion hecha a la 
muestra para hacer el ensayo en corndidones de linearidad es demasiado alta, tal 
que la concentracion final de la enzima este en el orden de su Kd, se puede 
desplazar el equilibrio entre la forma holoenzima y sus subunidades hacia la 
arsociaci6n. Es decir que a concentraciones bajas de holoenzima las subunidades 
de PKA se disocian en ausencia de CAMP (106).De 10s datos de actividad de union 
de CAMP (ver mas adelante) se puede estimar una concentracidn de holoenzima 
del orden de subnanomolar en extractos diluidos a 0.05 malml, de las muestras 
1 
' 'r 
- '5% 
d -.- 
obtenidas a 10s distintos tiempos de dmos la Kd para 
la interaccidn R-C en M.muxii, una concentracidn subnanomolar como la 
encontrada, es del orden de la Kd para eucerriotas superiores (0.1 nM), (1 06) y muy 
inferior a la 1C5~ publi myces mmvisiae 
por su R homdloga que es de 40 nM (176). De hecho, extractos crudos de 
S.cemvisiae a una concentracion de 0.1 mg/ml, con una concentracidn de 
holoenzima de 0.2 nM presenta adividad de PKA completamente independiente 
de CAMP (Zaremberg, V., comunicacidn personal). 
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ulatoria de PKA fue medida por 
la capacidad de uni6n a  HICA CAMP; por lo tanto fue esendal que hubiese 
intercambio total entre el CAMP el -* ga y el  HICA CAMP agregado (106). Estas 
condiciones se alcanzaron incubando 30 min. a 30°C. Para detectar si el CAMP 
end6geno presente en el homogenato podia estar diluyendo el [~HJCAMP del 
ensayo y por lo tanto interferir en la determinacion de 10s verdaderos valores de R, 
se hicieron 10s ensayos con dos diluciones diferentes de muestra y ademas con 
dos concentraciones diferentes de  HICA CAMP (0.3 y 0.6 pM). Los valores de R asi 
determinados no variaron con la dilucibn de enzima ni con la concentration de 
CAMP , sugiriendo que no habia interferencia por el CAMP endbeno. 
1.1- ACTlVlDAD ESPECIFICA Y CONCENTRACI~N DE LAS SUBUNIDADES DE 
LA PKA DURANTE LA GERMINACI~N 
Las actividades de las subun~ h a s R y C fueron medidas durante la 
germinacion de M.muxii. Para esto se hicieron determinaciones en extractos 
mdos de esporangiosporas , que se consideraron tiempo 0 (cero), y en extractos 
obtenidos de dlulas de distintas horas despues de cornenzada la germinaci6n 
hasta el momento de emitir el tubo germinativo.Las muestras fueron tomadas a la 
hora, y a las 3,4,5,6 y 7 hs, de inocular las esporas en el medio de cultivo. El 
momento en que se inoculan las esporas en el medio de cultivo se considera como 
inicio de la germinacion. 
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En general las dlulas tubo germinativo entre las 6 y 7 hs 
espu6s de comenzada la germ 
&$ cultivo estb bastante sincronizado. 
En la figura 7 estan representadas las actividades especificas de las 
subunidades C y R a lo largo de la germinacibn. Se puede ver que la actividad 
especifica de la subunidad C disminuye en la primer hora aproximadamente tres 
veces. La subunidad R, sin embargo, se mantiene relativamente 
constante.Teniendo en cuenta que la proteina total no varia durante esta primer 
hora de germlnacibn (ver tabla 2), wmo asi tampoco el volumen celular, 
podemos suponer que la disminucidn de 10s niveles de la subunidad C, 
corresponde a la desaparicibn de esta actividad por degradacidn de la 
subunidad. 
Entre 1 y 3 hs las actividades especificas de R y C disminuyen alrededor 
de cuatro veces, tanto como aumenta la proteina total. Esto sugiere que las 
subunidades presentes en 1 h se diluyen por el aumento de la proteina total, lo 
que podria ser una consecuencia de que no haya sintesis neta de ninguna de 
las dos subunidades porque la velocidad de degradacion de ambas sea igual a 
la velocidad de sintesis, o bien que no haya sintesis ni degradacibn. De todas 
maneras hay una disminucidn de estas subunidades relativa a las proteinas 
totales. 

'. 'vabla 2 
. .,;PloWna total y volumen por cdlula dumte Co genninachr. 
el volumen celular fue calwlado para cada estedio del crecimiento como un pronldo de 10s 
iJ'imetros de las dlulas obtenidos de mediciones en fotografias de preparaciones fijadas. Las 
&lulas germinadas fueron consideradas corno &eras y las esporangiosporas como elipsoides con 
Qos didmetros. La proteina por dlula fue calculada a partir de la proteina total de un mjmero 
-@do de dlulas wntadas con un hemacitdmetro. n.d, no determinado. El volumen estd 
~xpresado * SE, n=3( 
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Las concentraciones de la subunidad C ( b m  vacias) y de I n i d a d R f ~ ~ ~ ,  b .  I 
- ' 
. - .  
' 
hreron calcutadas a partir de las actividades especificas de la sutxmi-8 de le ffgura f y los 
I , L.5. vo(umenes celulares de la tabla 2. El grdfico superkor mmtra las concentraoiones de CAMP. La 
I t u b  g e r m w o .  - - ' 
! . '  
I . 'I 
Tiempo ( horas I 
' ' Niveles de i ' subunM.du '2 R por 
Los niveles ,a subunidad C estdn representad la bavm vaclas, 
7. 
- b:.:' R por las barras negras; ambos estdn expresadas'como adividad en 108 c8lulas. La flea 
constante mientras su actividad especifica baja , quiere decir que mientras 
aumenta la proteina total, no hubo ni slntesis ni degradacion de R. En cambio se 
puede ver que hay un aumento net0 tanto en la cantidad de R como de C por 
dlula a partir de las 4 hs. 
Por resultados previos de nuestro laboratorio (126,127), sabemos que la 
relacidn R/C en una preparacien de la holoenzima purificada es de 0.5 pmol 
CAMP unidolunidad de PKA. Se calcul6 la relacidn R/C en esporas, y a las 
distintas horas despues de comenzada la germination,( figura 10 ).En esporas 
esta relaci6n fue 6 veces mayor que la de la holoenzima aislada y a ias 7 hs fue 
s61o 1.5 veces mayor. Eq@gporas por lo tanto, la subunidad R parece estar en 
. ?  - 1  
$ran exceso con respedo a la subunidad C. A partir del dato R/C de 0.5 pmol 
cAMPhrnidad de C para la holoenzima aislada y de las concentraciones de C en 
unidhldes arbitrarias, teniendo en cuenta que una molkula de holoenzima une 
cuatro mokulas de CAMP, se estimd para las 7 hs, que si la actividad de C 
medida correspondiera a C de la W m i r n a  , las wncentraciones intracelulares 
serian del orden del d6cimo de micromolar; coincidente con el orden de las 
concentraciones descriptas para b j i i  de mamiferos (177). Hay que resaltar 
que estas concentraciones son muy altas si se las compara con las 
concentraciones usadas en 10s ensayos in vitm para la medici6n de padmetros 
cineticos , las cuales suelen ser d d  orden de nM. 
3 4 5 
Tiempo ( horas 1 
RdacMn de 8CtlvidadeS de /as subunM&es R y C. 
Las barras representan el cociente de las actividades de la subunidad R y C expresados en 
1. , I I f' :;A, . fmoles de CAMP unido y prnoles de kernptido fosforilado en 10 rnin respectivarnente. 
. 
. , ! 
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dadas en lias Qon 
t' las medidas de dvMad  
reflejo de la verdadera disocid6n 
endaena, se calcularon las relaciones de actividad sin CAMP y con CAMP en 
losdistintos extractos. La relaci6n de actividades -CAMP/+ CAMP calculadas para 
las distintasP~ras de germinaci6n exoeptuando tiempo 0, varlan entre 0.3 y 0.5 . 
< L 
Fue muy Ilarnativo que pbtenido de esta retaci6n 
: .:;;: ;qp;qL !?? 
fuese igual a 1; sin embargo la adividad medida si bien es independiente de 
CAMP, es dependiente de kemptido, sustrato que se sabe es altamente 
kespecifico para la fosforilaci6n por PK*. 8.6 
Existen antecedentes de medicidn de actividad de union de CAMP 
duqnte la germinadon de M.genevensis, M.muoedo, M.mcemosus (178, 158), 
I '  8 
que estdn de acuerdo con nuestros resultados. En estos tres hongos se 
determin6, uti l indo I~H~CAMP o mami6n Dor fotoafinidad con t32P1-8-azido- 
se encontraban en esporas. Una vez que las esporas habian sido inoculadas en 
el medio de cultivo, 10s niveles de esta actividad disminuian hasta alcanzar un 
minimo, pan luego aumentar antes de la emisidn del tubo germinativo. 
Se ha visto que en las esporangiosporas de M. muxii, crecidas en un 
medio de cultivo conteniendo glucosa, se produce un increment0 transiente en 
180,181). 
Par b tanto con el objetivo da relacionar las variacbnes en 10s niveles 
de PKA con 10s niveles de CAMP, se midieron 10s niveles de este nucle6tido 
ciclico durante la germinacidn d a 10s mismos tiempos en 
i I I : +f". , 
- ;'?I-( 8 ' 1  
que se midid actividad de PKA. 
Los valores obtenidos estan graficados en la figura 8 (grafico inserto).Se 
puede ver que despues de una incubmibn de 30 min la concentraci6n de CAMP 
aumentd de 10 pM a 90 pM. Luqp la concentration de este nucldtido 
disminuy6 y no volvi6 a aumentar. 
Podemos ver que alrededor del tiempo en que se produce el pico de 
CAMP, la actividad catalitica de PKA disminuye. Podemos suponer que la 
holoenzima se pudo haber disociado por el increment0 de CAMP y que la 
subunidad C libre fue posteriormente inactivada por degradacion proteolitica. 
I '  J L ,  - ,i!:# 
El pico de CAMP fue detectado a 10s 30 % i ~ ,  pet6 'sabemos 
vefdaderamente entre 0 y 30 min el momento exacto en que se produce. Quiz& 
las niveles medidos de este nucl&tido a 10s 30 no correspondan a 10s P? - 
niveles maximos alcanzados. 
-. 
...  . r 1 . T  
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EL, 
Tampoco sabemos entre 0 y 1 h en qu6 momento comenzaria la 
protedlisis de C. A pesar de esto pdernos correlacionar aumento de CAMP con 
actiiaci6n de PKA y posterior deplecidn regulada (proceso conocido en ingles 
licomo dowkregulation ) de la subunklad C, que ya ha sido descripto en varios 
simple para mte p m m ,  que l4 C podrfa rnd8 
nh en b dl& que la C unida a ta 
subunidad R en la holmzim. esta idea fue descripta (1 82) tambien ;ij a 'i 
una proteasa asociada' a mGmbrana que C libre y no 
cuando estb asociada a R. De todas maneras no se puede descartar la posibilidad 
que 10s niveles altos de CAMP activen dgdn sistema proteolitico que actlle sobre la 
subunidad C libre. 
En este fendmeno de d e p l d n  de C, la subunidad C disminuye, R 
perrnanece constante y por lo tanto ta mlacidn R/C aumenta. De consideraciones 
cineticas hechas por ueskeland (122) surge que cuando R es constante y C 
disminuye, no s61o hay menos C disponible para la activacidn, sin0 que esa 
cantidad de C remanente requiere mayores concentraciones de CAMP para su 
activacibn. Ademas habria mas R disponible para actuar como un reservorio para 
el CAMP cuando C disminuye, haciendo mas dificil su disociaci6n (122). 
1.3- ANALISIS DE EXTRACTOS DE CULTIVOS OBTENIDOS A LO LARGO DE 
I LA GERMINACI~N EN GRADIENTES DE SACAROSA 
1.3.1 - Extractos de esporas 
Fue muy llamativa la atta relaci6n RIC encontrada en esporas, como asi 
tambien su aparente independencia de CAMP, la cual no es tan pronunciada a la 
comportamiento de la hdoenzima y sus subunidades en ultracentrifugaci6n en 
gradientes de sacarosa, se sometieron a esta tknica alicuotas de extractos de 
distintos tiempos de germinach, conteniendo la misma cantidad de proteina. 
Una vez centrifugados 10s gradientes fuemn fraccionados y a cada fraccidn 
recogida se le determin6 adividad de PKA en presencia de CAMP-@ de 
" 
subunidad R. Los resultados est4n grafhdos en la figura 11. En el primer panel de 
perfil axrespondiente a esporangiosporas. Vemos que la principal 
actividad de PKA corresponde a una enzima de 5.5 S; este pica tiene un hombro al 
que le corresponde un coeficiente de sedimentacih mayor. Hay actividad de union 
de CAMP acompaiiando el pico de PKA, pero la mayor actividad se encuentra no 
asociada a la actividad catalitica y tiene un coeficiente de sedimentacidn de 2.7 S. 
Esta PKA de menor S podria c0rrespo-r a una forma diferente de holoenzima. 
En trabajos previos de nuestm laboratorio se vi6 que en un extract0 ue 
M.muxii en fase logaritmica de crecimisnto existe una especie de holoenzima de 
PKA de 8.8 S (128), que por protdisis suave con tripsina da origen a otra especie 
denominada R'C (127) dimbrica la cual conserva 10s dos sitios de uni6n de CAMP. 
ksta especie por disociacidn produjo una subunidad R' de 2.5 S y una subunidad r; 
muy similar a la nativa.La misma @e R'C se puede detectar en &lulas que se 
encuentran en fase estacionaria de crechiento (127), estadio en el cual se 
produce prote6lisis endc5gena por aut6lisis. 
I . .  
'\. r -L 
$#i visua/iaadas en gradientes de sedimentaci6n de sacamsa. 
C 
. . 
% --4.  Muestras de extractos de c6lulas crecidas 0 (A), 1 (B), 4 (C), 5 (D) y 7 (E) hs conteni 
. . 
pg de prdeina , fueron sembrados en 10s gradientes 5-20% de sacarosa y fueron centrifugadoe8; 
" 
. by 9 5  hs a 35000 rpm en un rotor Beckman SW 55Ti. Alicuotas de cada fraccion de 10s gradiente-' 
+i 6 , ~  n k  , r 
fuem ensayadas para me;clir Wvidad de PKA en presancia de CAMP +) y actbidad de urtibr~'~ 
. - 
-. 
.. + . . .  
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reproducible aun usando em ron almacenadas 
por difmntes priados de tS holoenzima no 
se form6 por prote61isis dumte I& #xtmc&n ni durante el almacenamiento, sino 
que es una especie propia de la eqmra. Es muy probable entonces que la 
haloenzima de 5.5 S y la subunidad R de 2.7 S, que denominaremos R C  y R' se 
formen por ptdedlisis end6gena dre la hotoenzima nativa y de R2 durante el 
proceso de esporulaci6n. Denominamos R"C y R' ya que no sabemos si la R en la 
especie de 5.5 S es la misma que la R de 2.7 S. 
La holoenzima de 5.5 S posee actividad dependiente de CAMP siendo la 
relddn de actividades sin y con CAMP del orden de 0.2. Es problable entonces 
que la falta de dependencia por el CAMP encontrada en extractos crudos de 
IC 4 
esporas sea producto de la diluci6n hecha al mismo en el ensayo de actividad. 
Para deterrninar si la especie de 2.7 S encontrada en esporas conservaDa 
la capacidad de inhibir a la subunidad catalitica, se procedi6 a hacer un ensayo de 
inhibici6n de la subunidad C. Para esto se obtuvo R de 2.7 S a partir de un 
gradiente de sacarosa de un extract0 de esporas. Se prepad subunidad catalitica 
a partir de un micelio de 13 hs de d m i e n t o  segun se indica en materiales y 
metodos. Se enfrentaron distintas cantidades de R con una cantidad fija de C (0.6 
unidades), en presencia y ausencia de CAMP. Las relaciones RIC elegidas 
rondaron el valor de esta relaci6n para una holoenzima purificada. En la figura 12 
esun representadas las actividades de C, expresadas en porcentaje considerando 
100% a la actividad de C correspondiente a 0.6 unidades en ausencia de 
I pi-  p. , .  : ;r 
wbunidad R. Como se puede veb r mayor cantiad de subunidad R agregada 
mayor inhibicibn. En p m i a  t#tj s.cAMP la inhibick5n logmda fue menr gue 
cuando se hizo el ensayo en aus(I.cia de este nucl&tido, lo cual es logico si se 
tiene en cuenta que la inhibicib 4 G 'pol; I& rubunidatl R es revertida en presenda 
de CAMP. En este caso sl bien nd se-logrb reversiibn total se consigui6 que haya 
menos inhibidbn. En ausencia de &P se logr6 una inhibici6n del 79.4% y 75.5%, 
La ikuota correspondiente a la subunidad C en 4 
presencia de CAMP preseMa actididad ligeramente activabte por este nucle6tido. 
Esto nos indica que en la fracsidn $rtWpondiente a la subunklad C, Bsta no es la 
i 
Onica espede presente sino que  tam^ hay holoenzima. En presencia de CAMP 
cuando se juntan las alicuatas de l)4 y db C (segundo punto), hay una estimulacion 
de la actiiidad en comparad6n co~i)el punto sin alicuota de R. Este aumento en la 
act'nridad lo entendemos como conwencia de una activacion mayor de la 
holoenzima presente en la fraccih de C; esta activacibn mayor serla producida por 
distintos componentes o sustratos presentes en la fraccion de R, que favorecerian 
la disociaci6n de la enzima. Entendemos que la activaci6n lograda de la 
holoenzima presente en la fraccidn de C con CAMP, no seria la maxima pcwible 
para esa enzima y que en presenda de la alicuota de la fraccidn de R por efecto 
de algun componente que aporta eskh ,tawion, junto con CAMP lograria una 
activacion mayor, la cual tampoco tendrla que ser la mfutima posible e incluso 
puede estar inhibida por la subunidad R agregada. Los resultados del experiment0 
. . - '*. 
ac;mvacron Be la PKA de M. muxii es tf!@ mmpleja y depnde de uuos fadores 
ddernhs del CAMP (130 y Zaremberg, by comunicaci6n personal). Por otro lado 
corn0 hemos dicho por considerackma cineticas, se puede predecir que a mayor 
relaci6n R/C menor adivach con la 
,11+ I 1; 
I,, I 
estos resultados concluimos I 3 esta eqmcb proteolizada de subunMad R puede 
inhibir C. 
2 8  I ,  La subunidad R' puede unir &? 10 que indica que atin consetva 10s s i t i i  
de unic a1 nudebtido ciclico y corn mencionado tambien puede unir - ya 
' r i f 6' 
aue inhibe la actividad de esta subuni&. Por lo tanto v de acuerdo con el valor de 
-- 
specie la kktructura un mondmero 
'@q 
' pt& 
> ,. I , 'l$&t&?b 
- ;:* \PC< denvado del imero R2 nativo, en 'd' a1 19 pioteo~is~s nayE o del lado 
' -1 *\; f
8 1  ' F! 18 
amino terminal de la moT6cula, de dari&t& de atterar ids dominios de dimerizacion. 
Estos resultados nos permiten explicar por un lado la alta relacidn RIC 
1 en 10s extractos de espomg ~ O T  lo tanto la falta de linearidad en la I' I . 8 ;  
actividad de PKA con la concentracion del homoaenato va aue la subunidad R libre 
w . . 
?> 
1 - ' I  R> -g+g; r 
al estar en gran exceso con 'ksp&o a la holoenzima puede inhibir a la subunidad 
C. Por &o fado se sugiere una expr-n para la independencia de la advraaa 
de PKA con el CAMP detectado en los extractos de esporas. La holoenzima de 5.5 
S que denominamos R C  (que @ 
& 
oendiente de CAMP), se disociaria 
sspontaneamente despu6s de la dilucih hecha al extract0 para hacer el ensayo de 
w;'(Blfee tener en CWB* mtm la subunidad R y la 
:,w: jib " 
-., L .  LC,. 
subunidPd G g~ este res- a #*dP*nto 8 cmfWu 8ino por el contrario 
, ? I  
mtm lo$ remiduos 90 y 100 de la 
avbmkhd ragulatoria, c%md& 'Wqe" o W m .  Esta regi6n 
contiene la secuencia consenso de amino4cidos que es importante en el 
reconocimiento de sustratos por la subunidad catalftica. El residua serina de esa 
secuencia es el sitio de autofosforilaci6n en 18s R de tipo II .Esta region parece ser 
critica para la uni6n de la subunidad catalltica y hay varias evidencias que 
confirman la importancia de esta regi6n para la interacci6n de R con C. Primero 
esta regidn es protegida de la prote6lisis (186,187,176), segundo la 
autofosforilacidn disminuye la afinidad entre R y C (84), tercero mutaciones en el 
sitio de pseudofosforilaci6n de RI (en la Ala 97 ), alteran la reasociaci6n entre las 
dos subunidades; por ultimo mutaciones en la Ser-145 (sitio de autofosforilacion 
propuesto para la R de levaduras) reduce notoriamente la capacidad de la 
- - 
la subunidad catalitica. (1 76). Todo esto 
indica que la regi6n bisagra es un punto de contact0 importante entre las dos 
subunidades de la PKA. El dominio de dimerizaci6n parece no ser crucial para la 
interacci6n de ambas subunidades, mientras las argininas adyacentes a la serina 
wp! ,' T 
, A&&D.' 
fosforilable si lo son, ya que el clivado despubs de la arginina 93 produce un 
fragment0 que es capaz de unir CAMP pero no de unir C (1 88). 
fas dos argininas (sin incluirlas) cercanas a la serina fosforilable, genera una 
~roteina cap= de unirse a_ la sub? para formar la holw_ zima. Si el clivado 
,.; p !" 
q ,b 4 
incluye a las argininas se generi Ina subunidad R que es incapaz de unirse con Qi*: c,z.]? . ' - :,f? 
2 4ki .dl ,, .)', - ' --%a 
alta afinidad a la subunidad C (189,190.191]. fa'mbien se ha demostrado que por 
- ' I ,  :q 
tratamiento con tripsina de R pu~&' 'se obtienen fragmemos (37-39 kDa) de 
esta subunidad per0 que son monmbricos y si bin retienen la capacidad de union 
' 
d M P f i e ~ e ~ .  IT ,-b ltamente reducidq la.m@dad de asociarse con la subunidad C 
. '  , -w ?.a , -1 .  . ! 1 , .  
inhibir la actividad catalitica (~~~ detennin6 tambien (193) que durante la 
ulo de con* se generaban fragmen 
-!< d - ,  'Iiii;, $; 
end6gena. Ningun ie &tos fGgmentos son dim6ricos. El 
=qi/ 'b' I +.Fa; 
fragment0 ae 42 kDa hriestra un$ n&k 6inlliItud a la 6ounlaad R nativa en 
cuanto a su capacidad de inhibici6n dg C. Sin embargo se vi6 que era m4s 
la disociacion -Dor histona _ golilisina el complejo monomerico 42 M\,&3i,a . 
C. El fragmc 9 dg 37 kDa tiene altamente disminufda la 
I 
I 
capacidad de unir C. Esto indicd que parte de la secuencia de aminoacidos aue 
N 
-9 ,I bi--gpTy 1 8 
a n  nil'de 10s frkmentos de 42 y 37 kDa, seria necesaria 
para una eficiente interacci6n entre R y C. Tambien se ha sugenao que 10s 
& residuos Asp-Arg que estan p el sit0 de autofosforilaci6n en RI de 
..I 
-. 
Q 1 
I 
i l l  + . ,! - $!iEr+,@y+dlq 
Al parecer RI Se cdmw tlanera atmienre ya que se demcistn5 
8 : - gqqj 
utilizando subunidades Rl expresadas en Ecoli, que [a de~ec~on hasta el resfduo 
r-- 
7 ,  - 7- 3 4 
91 (P-6) no disminuia la mteraccibn n-d, sin0 mds bien la lmpedia ya que estas 
R deletadas tenian una Kd para la interacci6n con C menor que la subunidad R 
nativa (1 94). Tambien para RI s~rr ja~ w a l e s  en la interacci6n con C (1 95). 
I :' ! 
Se ha demostrado que en Dmsophila (en trabajos relacionados con el 
aprendizaje memoria), existe una proteasa dependiente de calpaina (1 95'); en 
. I .  q.Sr,. 
* ejw* . * <-* 
homogenatos de cerebro la subunidad regulaioria $;-la PKA es un sustrato 
, . 
r r ?$:- ' MR' 
-: :.;$$@bride por esta proteasa (195"). Sti adivaci6n produce una subunidad 
. 8 
. - -..l::regulatoria proteolizada con un w, molecular menor y una afinidad por la 
;t ' 
I 
subunidad catalitica muy reducida. -* demostr6 (195") ademhs que la PKA 
-.., $'* . -  
forrnada por esa subunidad cataliti necesita menores concentraciones de 
i .-,W.~;--J -iJj![i 
I 
CAMP para s e r  adivada qu6 la PKA que posee fa subunidad R intacta. 
1.3.2- Extractor de los dktintc ~ m p o s  d6 gsrminaci6n 
- P-I- ' 
,, ' 4 q ' r .  B;##$#l,n:,n -1  1 - 1 ;  T.1 . L,
J .d l q  El segundo panel de la figura 11 muestra las especies encontradas en 
. F,+:*T 
'un extract0 proveniente de 60 min de germinaci6n. La R' sufre pocos cambios . 
.J= - + t ~ h i i  , @i4$1L&4 hfji!;:, > , A; $. ,> - > J $@i'j#! 
> &X 
' El pica de 5.5 S, en cambio, disminuyt onsiderablemente con lo cual el hombro 
q..! g&..;i. < ,  *?%'! I I 
correspondierne a la hologi,Zitna de 8.8 S que apenas s i  nacia notor 
esporas ahora es mucho m8s evidenfe. 
Teniendo en cuenta las W ~ c i P n e s  dadas en el punto anterior, 
I 
podemos recordar aqui que la disminuci6n e este pico corresponderia a la 
holoenzima en respuesta al pico de CAMP. La subunidad R producida de esta 
manera no se haria evidente ya due quedarfa enmascarada por la subunidad R 
libre preexistente. 
En 10s extractos mmpondimtes a este tiempo de germinaci6n se 
detect6 un cierto grado de dependend con el CAMP (la relaci6n de actividades - I 
cAMP/+cAMP, fue de 0.5).Se puede entender teniendo en cuenta que la enzima 
I 
1 
aqui tambien esta inhibida por ef exceso de R y que por lo tanto para medir 
actividad de PKA hubo que hacer tambien altas diluciones (1 :40-1:80), que en este 
caso no son suficientes para disociar espontaneamente a la holoenzima de mayor 
S, la cual estd en este estadlo en mavor proporci6n que la especie R C  de menor 
afinidad en la interaccion R-C. ; 
En 10s otros paneles ! ven 10s gradientes correspondientes a las 
siguientes horas de germinaci6n. Se puede observar que la actividad de uni6n de 
CAMP de la R de 2.7 S y la especie de 5.5 S disminuyen en paralelo y a su vez va 
aumentando la especie nativa de 8.8 S a partir de las 4 hs El perfil observado a 
las 7 hs es el mismo que corresponde a 10s cultivos de horas mds tardias, durante 
la etapa logaritmica de crecimiento (128). Concluimos del analisis de estos 
gradientes que en esporas existe una actividad quinasa dependiente de CAMP, en 
forrna de una holoenzima de 5.5 S cuya actividad estd aparentemente inhibida en 
10s extractos por un exceso de subur ' 'sd R, la cual es tambien menor que la R 
nativa y tiens un S de 2.7. 
I8 
Csrm,hegodelap%mrMfUEkri 
especifica de R y C van disminuye 
podriamos pensar que la PKA no seria necesaria en la morfog6nesis y el 
crecimiento hasta el momento de emitir el tubo germinativo. A las 6 hs 10s valores 
alcanzados por R y C son altos. Resultados de nuestro laboratorio (155 y 
comunicaci6n personal de E. Pereyra), sugieren que la PKA participa en el proceso 
,t,' I 
de emisi6n del tubo gerrninat&o. 'EI agregado de anllogos de CAMP al medio de 
d t i vo  de esporanglosporas de M.muxir, p imiento isodiam6trico 
en aerobiosis en lugar del esperado crecimiento polarizado. Como consecuencia 
del agregado de 10s anllogos , 10s niveles de adividad catalitica a las 7-8 hs de 
cultivo disminuyen, mientras que fos de la R permanecen casi constantes 
. . > b,
-q,;i 8 1 (E.Pereyra y S. Moreno, manuscrito en preparaci6n ) . Por lo tanto el efecto 
sobre la morfdogia es el resultado de una "down- regulation" ( depleci6n regulada) 
de la actividad fosforilante de PKA. Los resultados en 10s niveles de R y C y 
en la morfologia son 10s mismos , ya sea que se agreguen 10s anllogos al 
- , l&jy.: Q 
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tiempo 0 de la germinaci6n o s6a b emM&n dd tuba 
Esto hace pensar que recibn a 
la delaacWdadde q ~ u e  lo qm se deduce de las 
adividml 4":' 
. ) ' I  
A las 6 hs de crecimiento, sin embargo, no se detecta un pico de CAMP 
m que sugiera que es necesario que se active la PKA, pero hay que tener en 
cuenta que para calcular su concentnaci6n se us6 corno medida de volumen el 
de la dlula en total. Se sabe que el crecimiento de las hifas es por sus 
nto en esos puntos donde se emiten 10s tubos 
germinativos se pueden concentrar lacalmente enzimas y metabditos, y es 
posible que estos cambis I flejados en la medicion de 
niveles totales, corno asi tambi6n es posible que para las 6 hs las dlulas hayan 
ido perdiendo su crecimiento sincronizado. 
Se ha demostrado en otms especies de Mucor una variaci6n en 10s 
tamafios de las proteinas que unen CAMP durante la germinacion, semejante a 
la variaci6n que presenta la subunidad R de M.muxii vista a traves del anatisis 
de 10s gradientes de sacarosa. En M.mucedo y M.genevensis se ha visto que el 
CAMP interactua especificamente con un numero limitado de proteinas cuyo 
espedro cambia de una manera caracteristica durante el tiempo de desarrollo 
desde esporangiosporas a hifas (158). Las proteinas con capacidad de union de 
CAMP cambian notoriamente durante la germinacibn. La mayoria esth en mayor 
proporcidn en las esporas y durante las primeras horas de germinacibn y luego &J 
disminuyen 0' algunas desaparecen. La proteina de mayor peso molecular 
novo de esta subunidad, la cual luego va disminuyendo a lo largo de la 
- 
germination m a d  C tambien aumentaria durante la esporulacidn 
y alcanzaria su pico maximo en zoosporas. Se demostro ademas que la 
variacidn en 10s niveles de 10s mRNAs de ambas subunidades van en paralela 
con las concentraciones de sus proteinas (1 98). 
En Dictyostelium se demostF6 que la PKA es importante y tiene roles 
esenciales durante su complejo dessmollo. La actividad de PKA seria esencial 
en el desarrollo temprano (ag 
morfoghesis (pre-espora! a espol 3 y pre-tab a (1 99,200). 
- 7  , m  :
~ m o s  wffclente evidencia para asijciar 
I 
I 
el desarmllo con variaciones en PKA y edgnarle un rol importante en el inicio 
I 
de la germinacion. 
2- ACTNIDAD EN CCLULA~ PERMEADAS 
Dada la alta inhibid6n en &$i~ extractos de 
. . 
I 
,&:<,kA3&: . , . 
nras, atribuida a la alta rebci6n R/C, se decidid medir la actividad de esta 
enrima en esporas permeadas para term una idea m$s aproximada de lo que 
ocurre in vivo.En el sistema de dlulm permeadas, se mantienen la localizaci6n 
y estrudura de 10s componentes celulares, permitiendo hacer la medici6n de las 
actividades enzimaticas en condidones que se asemejan mhs a las condiciones 
in W. Las actividades enzimbticas asi medidas representan la suma de 
actividades individuales dentro de cada dlula. 
La actividad de PKA fue m d a  en Celulas permeadas y en extractos 
ctudos de esporas y de du las de 60 y 90 minutos de germinacidn. En la tabla 3 
estsln 10s valores obtenidos en ambos caws y las actividades relativas a 
esporas de cada tiempo. 
Analizando estos datos podemos ver por un lado, que en dlulas 
permeadas la actividad de PKA es pfadicamente la misma a 0,60 y 90 minutos, 
mientras que en extractos crud- , la actiiidad con CAMP en esporas es 5 veces 
TIEMPO DE ACTWIDAD RELATWA 
CRECIMIENTO 
El ensayo de medici6n de PKA se hizo m o  se dedbit5 uMdO por ensay0 0.8-1.6 x lo7 
&Jutas pemeach o 0.52 pg de protein* de extracbs ( equivadente a 1.25-5 x 105 dlulrs). Los 
resultados e m  expresados en unidades par 10l0 dlulas. 
Las tittimas doe columnas representan l a s o ~ v k l ~  de lo9 distintos tiempos dhrididsl la dlvidad 
ck espwas. " b, . - > ig:fFV!' ,< -2.:w--. . ':' 
r 
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mparamos 10s valores de-setivldad 
obtenidos para cada t iempob dlulas permeadas con 10s obtenidos en 
_ i 
extractos crudos, se pude ver que mientras la actividad detectada en esporas 
';&,! 8 A ' 4, - dm 
permeadas es 10 veces menor que en extictos crudos, las actividades en 
. -r ,- -3 
c6lulas de 90 minutos son casi permeadas y extractos. Dado que las 
cond~aones en que se midid advidad de PKA en extractos crudos fueron 
consideradas las mejores para m@ir actividad total de esta enzima , 10s 
resultados suaiergn entonces qu(~ ern esporas permeadas no se midi6 toda la b.':mk 4ii$ j j ,,I I :, -1 - :a - i;js& 
actividad de PKA. Para descartar la posibilidad que las esporas estuvieran 
: ,  ':>, + ! - 
h&hpletarn6nte permbebas, d m @ d  actividad de uni6n de CAMP de la 
subunidad R y se obtuvierwl los mismos vatores que en extractos crudos, por 
lo tanto si pudo entrar en estas eqmms el PHICAMP, es posible que tambi6n 
pudieran hacerlo otros compuestos como el kemptido, ATP, C12Mg, y CAMP 
necesarios para determinar actividad de PKA. 
i.Por aue en .escyras pymepdas se pudo medir &lo una proporcidn a! ,$, I : 4 -  
muy baja de la actividad de la subunidad C ?. Los resultados nos hacen pensar 
e la actividad de PKA que es liberada 
experimentalmente en 10s extractos por ditucion. El gran exceso de subunidad R' 
a 0 h y 1 h podria ser suficiente para producir esta inhibicion, sin embargo no se 
puede descartar la existencia de un inhibidor como el descripto en eucariotas 
superiores (1 01). Se intent6 encontrar un inhibidor termoestable especifico de 
Ober-w 
acwwtarnbignmdebmdda~ 
. ,E& ma eMencia m8s 
que indicarfa que la l g ~ ~ d M i P e r n b ~ 0 ~ e ~ p o r  
efe&o de ta diwiaci6n h ~ ~ n s l e # t s a y o .  
. S F  
Ha puntw-o q q  l&l!#$@ba fhid6gicas (en el 
I ; C  
orden de pM), n m d b  d b ~  dveles de CAMP para ser activada (177), y que 
estos niveles son mayores cuanto mayor sea la relaci6n fUC (201,122). Tambien 
se propone que a altas concentraciones de PKA puede existir la especie 
R2C2.cAMP4 y que esta especie puede poseer algo de actividad catalitica 
(185). En nuestro laboratorio se demostr6 en ensayos in vitm que una 
concentrad6n de enzima de 0.17 nM m activada un 50% por 40 nM de CAMP 
cuando se usan protamina o h i s t m  como sustratos, mientras que cuando se 
usa kemptido no se obtiine mds que un 30% de activacidn con 10 pM de CAMP 
(130). Esto sugiri6 un rol para 10s sustratos en el proceso de activaci6n de la 
PKA. Nos llama la atenci6n &mo es posible que la holoenzima dimhrica y la 
hdoenzima nativa presentes en esporas Sean activadas en respuesta a un 
aumento de CAMP de no m6s de 10 veces habiendo un exceso de 4 veces de 
subunidad R; seguramente 10s sustratos proteicos tienen que ver en este 
proceso; por esta raz6n fue n u m b  interes hacer un estudio preliminar para 
encontrar qu& proteinas son f0~foriiad8~ por la PKA durante el inicio de la 
gerrninaci6n, las cuales podrian partidpar en el proceso de activacidn de esta 
enzima. 
NAS DE LA GERMINACI~N DE 
I 
r. 8 
Una vez deterrninado tendria un rol impo etapas 
tempranas de la gerrninacidn, fue de nuektm+ .';ter6s"encontrar wsibles 
- 
3 -  ',.>*;;$ .. :* 4 - 4  ;. i 5:; l r j  . < 
sustratos de esta quinasa due esbviiran involucrados en el inicio de este 
pro-O. Cuando la PKA se activa, la subuntdad catalltlca libre es capaz de 
fosforilar proteinas sustrato, las cuales modifican su estado de fosforilacidn v su 
actividad biol6gica en algun sentido. Se ha ,demostrado en M. muxii que el 
I . ,  \*- " < -  ,- v - ~ .  - 
I 1  p= -,IFF 3 
I . * . L ?  - , , &*& ,*l& 
aumento en 10s niveles del CAMP, durante la gerrninacibn, disoara una cascada 
31: ,: 
de fosforilaciones, como consecuencia de' fa cual ocurre; 
adivacidn de la trehalasa (1 59). Ademas en experimentos 
. - 
temprana en esporas de M. muxi[ se determind la existencia de una correlaci6n 
. ..- 
I .. I 
- . -  
directs 
& 7 - a  
q P  intracalular y la actividad de fosfodiesterasa 
. I n  -7.  *. 1 
de CAMP y se ha demostrado que la llctividad de esta enzima aumenta in vitro 5"-' .. 
-*-- 
.;a- 
por la fosforilacidn mediada por PKA, sugiriendo que existe una regulacidn de su • 
W i d a a  por fosforilaci6n dependmte de cAMP(160). Todo esto sugiere 
fuertemente que a consecuencia del awnento transiente de CAMP la PKA 
! 
8 ,  
I iendose asi una cascada de fosforilaciones. 
ros resultados de activacidn de la PKA al 
5 i.3 - t" x r .  . #-. ;:-;?! I ' 4- iniciark la germinacibn iniciarnos 10s estudios de sustra os de la PKA. 
Un sustrato de la PKA es la misma subunidad R de la enzima para las 
PyA de tipo II. En el caso de M, p w i i  quo no :,&tab@ determinado si la PKA era 
Y 
, 1 ' )  
, I  
3.1- AUTOFOSFORILACI~N DE PKA DE M. rouxii 
' I  . '* vm.;, 
i-, d?:, r k - <  1 
W~F-  . Para investigar si la PKA dg M.muxii se autofosforila se hicieron 10s 
~ & p ~ n t e s  xperimentos. 
I, 
- - 
3.1.1- Correlacidn entre protein= fmfsrrilada PKA 
El objetivo de este abordaje mperimental fue determinar si existian alguna 
o algunas proteinas cuya fosforilapi6q rrelacionara con la actividad de PKA, lo 
I ' f" 
cual seria considerado como primer bide de probable autofosforilaci6n de la 
misma. 
I esto un extract0 de M.r obtenido de fase logaritmica de 
crecimiento, kre acidificado a pH=$ y sembrado en una columna de fosfocelulosa; 
de esta manera se deplet6 al e-o de cagelna quinasa 11, ya que a este pH bta 
queda retenida en este tipa de rewa. Esta auinasa que es probablemente 
I 
autofosforilable como en otros sb s biol&sicos (2021, eluye de una DEAE- 
- 
Sepharosa muy pr6xima a la PKA (163), por lo tanto la e~iminacidn 'd 
quinasa II evit6 posibles int-s en lor ensayos para detemfnar 
102 
El percolado de 'la losa. fue sembrado en m a  
nlumna de DEAE-Sepharo diente lineal de ClNa de 0 
a 0.6 M. En alicuotas de 1 esta oolumna se realizaron 
- I 
vatios ensayos: concentraci6n de 'proteinae, actividad de PKA usanao kemptido 
como sustrato en presenda de t+btR 8 fosforilaci6n de sustratos end6genos en 
, - 
ausencia de CAMP. Los ensayos . . faforilacic5n end6gena fueron hechos 
I * '  
1 I 
incu bandc durante ! rminutos, condiciones que no afectan 
significativamente a las reacciones de autofosforilaci6n mientras que desfavorecen 
las fosfotilaciones de otras protefnhs. &da ensayo fue dividido en dos fracdones, 
en una se midi6 radioactividad incorporada a proteinas y la otra se analiz6 por 
icl; ;~:I.~%DS~PAGE I 8 para vi f o s f o r i l a d ~  autoyiografia. 
F' $?:?-: ; 3 Y .> 4 di ,y ?.b . 
En la figura 13 se puede observar que las fracciones con actividad de PKA 
dndden con las fracciones que presentan mayor fosforilaci6n end6gena. 
I( 
1 .  
- , Cuando se analizaron la$ f&&es en SDS-PAGE y autorradiograffa, se 
que la a~aticidn y desaparicidn de dos protelnas cuyo PM oscita alrededor de 
I L 
10s 60 kDa, coincide con las fraccic 1 en que se detect6 actividd8 de PKA. Se ve 
tambiin otra proteina de 30 kDa ap 
-. 
nmente, pero 6sta no cormladona con 
i .. . ' .- , 
adhridad de PKA, a HI aparici6n Aando $i 
- 8  - I, - 'iIi> amJ.;.> 
actiiidad de PKA y desaparece mut!bdeyw8s que BstB: 1&7,2+! 
Las ~mteinas de a~mximadamend8 60 kDa provendrian de una reacci6n 
e de a subunidad regulatoria de PKA. 
&# PM de 75 kDa para la subunidad R 
>I " 

Las reacciones de autofosforilacidn intramoleculares a diferencia de las 
reacciones de fosforilacion intermoleculares, son eficientes a temperaturas de 
incubacidn bajas y tiempos de incubacih cortos. 
Para analizar si la fosforiladcjn de las proteinas de 60 kDa, mencionadas 
en el punto anterior, podian debem a una reaccidn de autofosforilacidn 
intramolecular y no a una fosforilaci6n intermolecular, se procedid a estudiar la 
dependencia de la reaccidn con la temperatura, el tiempo de incubacidn y la 
concentracidn de enzima usada en el ensayo. 
Se utilizij como fuente de endma, una preparacidn parcialmente purificada 
hasta la etapa de gradiente de b r o s a .  Cantidades variables de esta enzima 
fueron incubadas a 30 O C  durante 20 rninutos y durante 2 minutos a 30°C y 4% 
(ver figura 14). Comparando el Itiempo de incubacidn, la fosforilacion de las 
proteinas en general cay6 drasticamente cuando se F Is diqminuy6. Cuando se 
disminuyd la temperatura de 30% a 4% per0 incubando sijlo 2 min, hub0 una leve 
disminucibn de las proteinas fosfodladas per0 tres de ellas fueron eficientemente 
fosforiladas en estas condicionw* sus PM son de 63, 53 y 30 kDa y estan 
indicadas m o  b, c y d en fa a@.&. '& proteina M i i  como a no se fkmforiI6 
a n  eficiencia cuando se di8rnimyerg~.l l a . f s m ~ h f a  y el tiempo de incubacih. 
En el panel izquierdo se a b $ m  la variacibn bn las fosforilaciones con la 
alicoota de enzima. Las bandas ccmmpondientes a las 4 pruteines a, b, c y d, 
heron d a d a s  del gel, una vez seco y expuesto, y sumergidas en el liquid0 de 
oentelleo para contar la radioactividad. Con estos datos se construyeron 10s 
grhficos de la ,r figura 14. Las fosforilaciones de las proteinas b, c y d tienen una 
I , !  ':$. ,'d fa 
-. 1 a k'Q 
correspondencia lineal con a cbncentracidn de las proteinas del extracto. Estd ' - 
sugiere que la fosforilacih de las misrnas ocurrid por un mecanismo intramolecular 
(203). La proteina a sin embargo, no se fosforila en forma proporcional a la 
cantidad de proteina, sin0 que del grhfico se ve que a altas concentraciones, la 
fosforilaci6n es menor a las esperadas para que sea proporcional. Esto es de 
esperar para una reaccidn de fosforilaci6n intermolecular, para la cual la variaci6n 
simultdnea en la concentraci6n de sustrato, enzima y posibles inhibidores, tienen 
influencia sobre la velocidad de reacci6n (203). 
Las reacciones intramoleculam, en cambia, son muy eficientes, rhpidas, 
en general no alteradas por inhibidom e independientes de la concentradon de 
enzima (203). 
Dado entonces la proporcionalidad encontrada en las reacciones de 
fosforilaci6n de las proteinas b, c y d y 30 k13a3 y su eficiencia a bajas Ei - 
temperaturas y tiempos cortos de incul =i6n, podemos decir que estas proteinas 
se fosforilaron por una reaccidn de autofosforilacidn intramolecular. 
. 
., ' I  nq Cantidades variables de la 'preparaadn 'e&trnattca pr&enrente 
- I. ' 
gradiente de sacarosa, fueron incubadas 10s t i i s  indicados a 
descriptas para fosforilacin enddgena. Cada mezcla de macci6n 
ae una ace Ngedc5n em 
30 o 4 OC en las condiiones 
fue luego analizada por SDS- 
ndas indicadas en la autorradiografia wmo ad, fueron 
"-KF7--T ' 
' ,  : 
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Esta8 proteinas at igual q mbfracdaresde 
DEAE, en donde se vi6 que se fo a b 6 0  kDayotra 
de 30 kDa, serian todas produd''& isis de la subunidad R. Como 
veremos m4s adelante tambien, en &a preparadn de esta subunidad R las 
proporciones relatiwas e incluso el tipo de producto de prote6lisis vari6 (ver fig. 16). 
3.1.3- Eluci6n especifica de fosfoproteinas de CAMP-agarosa 
Para poder afirmar que estas proteinas corresponden a la subunidad 
regulatoria de la PKA, se analiz6 el comportamiento de la mismas en CAMP- 
agarosa. La subunidad R tiene sitios de uni6n para el CAMP, por lo tanto en una 
resina de CAMP-agarosa queda retenida, espdficamente. A la resina tambien se 
unirdn otras proteinas pero en forma no especifica, las cuales podr6n ser 
eliminadas haciendo lavados con buffer con alta fuerza i6nica. Se us6 una 
weparaci6n co yq , proveniente de una DEAE-Sepharosa, la cual 
1 71.  
fue sometida a fosforilaci6n con [ ~ ~ P P T P  a 30°C durante 10 min. La preparaci6n 
fue sembrada en una columna de CAMP-agarosa que fue lavada exhaustivamente 
con ClNa 2 M y eluida especificamente con CAMP 10 mM. 
Una alicuota de la preparacih sembrada en la columna y alicuotas 
conespondientes a 10s lavadas con buffer solo y buffer con ClNa, y finalmente una 
alicuota de la fracci6n correspondiente al eluido especifico con CAMP, fueron 
analizadas por SDS-PAGE y automdlografia. En la figura 15 A se puede obsenrar 
la gran cantidad de proteinas fosforiladas que no son retenidas por la columna o 
que eluyen con CINa 2M. Solo 4 pmte@as de 63, 53 y 30 kDa fueron retenidas 
- 1 
en la columna de c ~ ~ p - a g a r i h  y eluiders en forma especifica. Este 
comportamiento concuerda con lo =perado para la subunidad R. 
Tambien se hizo el experiment0 Inverso, consistente en retener a la R en 
cAMP-agarosa. Para ello se analizd la desaparicibn de bandas especlficas por 
retenci6n en esa resina. Se utilizd tambien una preparacibn enzimhtica proveniente 
de DEAE. Esta preparacibn fue puesta en contado con la CAMP-agarosa habiendo 
sido fosforilada previamente o no, pero no en forma exhaustiva coma en el caso 
anterior, sin0 en condiciones de autofosforilaci6n. En el primer caso se sometid a la 
preparaci6n enzimatica a condiciones de autofosforilacibn durante 5 min a 4OC. 
lnmediatamente se separ6 la fraccidn en dos mitades, a una se agregd buffer de 
siembra para ., geles I (fraccidn cub6 con CAMP-agarosa durante 10 
I ' 
min a 4OC. Luego al de siembra para geles 
(fraccidn 2). Por otro lado se sometid a la fraccidn de DEAE primer0 a la 
incubacidn con CAMP-agarosa, y luego el sobrenadante se incub6 en condiciones 
de autofosforilacibn 5 min a 4 OC, finalmente se agregd buffer de siembra (fraccidn 
3). Las tres fracciones fueron corridas en gel y luego se hizo autorradiografia. 
Se puede ver en la figura 15 B que las proteinas de 63 y 53 kDa que 
aparecen por autofosforilacibn (fracci6n I ) ,  disminuyen luego de poner en contact0 
el extracto con la CAMP-agarosa (fraccin 2), y dejan de fosforilarse cuando el 
extracto fue previamente incubado can la resina de afinidad (fraccidn 3). Estos 
experimentos son una evidencia mas Ue que las proteinas de 63 y 53 kDa serian 
subunidad R, ya que se retienen en cP P-agarosa. 
ELU yente Buffer 2M C l  No lOmM CAMP , 1 -  . .  
Cromatografia en CAMP-agarosa de proteinas fosforiladas endogenemente. 
Una alicuota de PKA proveniente de una DEAE-Sepharosa fue sometida a fosforilaci6n durante 5 
min a 30 C y analizada por cromatografia de cAMP-agarosa. La primera calle corresponde a la 
alicuota de Pl$A fosforilada sembrada en la ~olurnna de cAMP-agarosa. Las calles siguientes 
' I  
correspon ' -bs eluidos indicados. S I ~  muestran las primeras 6, 3 y 4 fracdones de las 
eluciones cbn'buffer A (30 fracciones totaf&f,%Dn ClNa 2M (20 fracciones totales) y con CAMP (6 
fracciones totales). I 
i 
I Za fuente de wsforilaci6n el enzima es I I condiciones una de autofosforilaci6n a 4OC durante 5 min. (fraccibn se incub6 con 
I 'WMP-agarosa durante 10 min. y luego se separi, el sobrenadante (fraccibn 2) Tambien la enzima fkte primer0 incubada con la CAMP-agarosa y luugo el sobrenadante sometido a condiciones de 
Se purific6 la subunidad I%, &no se explic6 en materiales y m&odos, 
siguiendo la metodologia estandar ~AMP-agarosa. 
En la figura 16 se ve el resultado de dos purificaciones distintas de R. 
Como se puede apreciar las dos preparaciones muestran distintos productos de 
prote6lisis de R. Las preparaciones de R purificadas siempre se obtuvieron 
proteolizadas a pesar de haber hecho todos 10s pasos de la purificacidn en 
presencia de inhibidores de proteasas y a 4 OC. 
En la calle 1 de la figura se observa que 10s productos de protdlisis m6s 
abundantes en esta preparacidn son de 63, 53 y 35 kDa, pero tambien se ven 
bandas de menor abundancia alrededor de estas proteinas mayoritarias. En la 
calle 2, en la cual se sembrd una alicuota de otra preparacidn se ven bandas 
correspondientes a proteinas d alln menores que el PM estimado 
mf ,*-t- ",.* t ' ' , '  i~- * #  ,' zL-$&, *-. ? para una svbunidad R intacta (75 kDa) (126)~ lo c"al indicaria que en estas 
preparaciones, no se obtuvo la forma nativa de la subunidad R. 
Una alicuota de la preparacidn de R purificada (calle 2), se incub6 con 
[ ~ ~ P W T P  y subunidad C, durante 15 min a 3Q°C. 
Luego parte de esta preparaci6n fue sometida a prote6lisis limitada con 
tripsina, para lo cual se incub6 la R fosforilada con tripsina a 4OC durante 2 y 6 
minutos. Se analizaron luego estos ensayos por SDS-PAGE y autorradiograffa. 
Figura le 
I 
I ~ ~ i & n  de subunldad R puMc :-'- ,< Calle 1 y 2 mnarponden a 30 y 10 pg de submidad R prilfcada de dos prep&acion& disthtaa. 
Subunidad R de ta calle 2 fue fosforilada d m t a  15 min a 30 OC con subunidad C. Una aliacota 
fue sembrslda en ta calle 3 y otras dos fuerm incubadas a 4 O C  oan 0.1 wrn1 det Mpsina durante 6 
min (calles 1 y 3 ) o 2 min. (calles 5 y 7). L ~ s  W s  1,2, 6 y 7 fumm visuelizadas m r  Cwmassie- 
- 1 
Blue. I 
sin 
tsiperina.Sa p m b  obsmm que wm camhdw7 ehtre las protefnas 
bgunda de 35 kDa, para la cue1 la es mudK, menor. 
La protdlisis limitada de estas R de distintos pesos moleculares di6 como 
productos unicos una sene de fragmentos de alrededor de lo 35 kDa que esgn 
fosforilados y una proteina de 23 kDa que no estb fosforilada ( calles 4-7). La 
fuerte intensidad de esta banda ( 23 kDa3 sugiere que todas las bandas presentes 
en la calle 3 han contribuido a generar esta especie. 
Se ha descripto previameflte (188') que la subunidad R de eucariotas 
superiores presenta una regidn susfcep$ble al clivado proteolitico. Haciendo este 
clivaje cada subunidad regulatoria: eg cortada en dos fragmentos, un dominio 
carboxilo terminal (31-37 kDa) que retiene la serina fosforilable y 10s sitios de uni6n 
de CAMP, y un dominio amino tmina l  (10- 19 kDa) que retiene el sitio de 
dimerizacbn. La tripsina cliva mbs precisamente entre las dos argininas previas a 
la serina que se fosforila por autofo#orilad&n . 
La prote6fisis obtenida err d cam de la R de M.muxii concuerda con la 
obtenci6n de 10s fragrnentos esperados. Esto se tom6 como una evidencia rn6s de 
que esta proteina purificada co r resw ia  a la subunidad R. Por analogia con las 
R de eucariatas superiores, 10s fmgmentos de aproximadarnente 35 kDa 
corresponderian al dominio carboxil@terminal, que conserva la serina-P y el de 23 
kDa corresponderia al dominio amino terminal Se ven ademds bandas que 
corresponden a fragmentos no fosf~rila&s de airededor de 35 kDa; quizas estos 
f iagmtos sin fosforilar apemrcan$w rd~&es con tripsina en algun sito adlcional. 
I I 
cb tal manera que pierden I$ wrha ifas@Hlgda. 
En las calles 2 y 3 se puede WK que un fragmento de 35 kDa tambien 
existe cuando aun no se hizo tratamiento con tripsina, lo cual indicaria que ese 
fragmento es un intermediario de prated1isis con alta probabilidad de formarse. Es 
coherente que este produdo de prote6lisig se una a la CAMP-agarosa, pues 
tendria 10s sitios de unidn de CAMP, y que no se fosforile ya que tiene interrumpida 
la secuencia consenso de autofosforilacit5n. 
En cambio el fragmento de 23 kDa no se ve en la preparacidn de R, ya que 
no seria retenido en la CAMP-agarosa,por no tener 10s sitios de uni6n de CAMP. 
Hasta aqui tenemos suficiente evidencia para afirmar que la PKA de 
M.rouxii se autofosforila. 
* Se han encontrado proteinas de alrededor de 60 kDa que se fosforilan y 
que correlacionan con la adividad de PKA en una DEAE-Sepharosa, las cuales 
probablemente sean 10s productos principales de una prote6lisis end6gena de la 
subunidad R. 
* Estas mismas proteinas se fosforilan en un proceso muy eficiente, 
independiente de la temperatura y de la concentraci6n de enzima. 
* Estas proteinas se unen espechamente a una CAMP-agarosa. 
subunidad cablftica en UM m @ h  siwmjantes a las del dominb 
do autofosforilaci6n de la srBunidad@ PW4 t@O !I de wcariantes su-. 
!- .< 
3.2- INFLUENCIA DE LA FOSFORllAClON DE LA HOLOENZIMA SOBRE SU 
ACTIVACI~N Y DISOCIACI~N 
Para deterrninar si la autofosf~~rilacibn de la PKA de M-muxii tenia 
consgcuencia en la activacibn y dkooiacibn de la holoenzima se hicieron dos 
experimentos diferentes. I 
Primero se ensay6 ta depe~demia de la actividad de la holoenzima con la 
Se ha demostrado (130) glue la activacibn de PKA de M.muxii no es 
m p l e t a  cuando se incuba la holdnzirna con ATP-Mg, Kemptido y CAMP, y que 
I 
se requiem para su activaci6n mMma , la presencia de proteinas b4sicas1 tat- 
como histona y polilisina o CINa. Este efgcto se deduce de la falta de linearidad en 
la actividad de la enzima, cuando aummta la concentracibn de b misma. 
En este primer abordaje, ' emma parcialrnente pudficada por DEAE- 
Sephem fue sometida a autofosbdladdn por inwbacidn con 50 pM de ATP no 
radioactive, 5 minutos a 4OC. Esta pmpdrcrci6n fue utilizada corn fuente de enzima 
fosforilada. Preparaciones de &rim fo$forilada y "no fcsforilada"(sin el 
~~amlento  antetior) fuemn usadqk: fmh ensayar suo actividades con Kemptido 
* : I  
axno sustrato en las condirjones dta'i~v de ensayo. 
Como se pued , la figura 17, cuando se usa fosfo-holoenzima 
la reaccidn es lineal en el rango de concentraciones ensayadas, mientras que 
cuando se usa la enzima tal cuai, la reaccidn deja de ser lineal con 10 pl de 
enzima. Hay que tener en cuenfa que no se pueden comparar 10s valores 
absolutes graficados ya que el ATP nb radiadivo usado para fosforilar a la enzima 
muy probablemente se mantenga en su sitio de unidn y sea usado entonces en 10s 
primeros eventos de cathlisis. 
Al igual que lo publicado anteriormente (130), interpretamos la Nrdida de 
linealidad de la actividad con respecto a la concentracidn de la enzima usada como 
debida a una falta de activacidn completa de la enzima; concluimos por lo tanto 
que la enzima fosforilada se activa msls que la enzima no fosforilada. 
G I  5 4' 7 '  + . - 
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El segundo experiment0 para eatudiar la influencia de la 
en la interaccidn R-C consisti6 en medir la recuperacidn de la subunidad catalitice 
de dos columnas de CAMP-agar-, que fueron sembradas con holoenzima y 
fosfo-holoenzima. 
Como ya se expsm, la PKA de M.muxii no se disocia con cAMP solo, por 
lo tanto cuando una holoenzima se siembra en una columna de CAMP-agarosa, 
para poder separar las subunidades R y C, y obtener C libre, se debe agregar al 
buffer de elucidn ClNa 0.5 M (126). Cuando en la columna se sembd enzima 
fosforilada, se obtuvo subunidad catalitica libre, en el lavado con buffer sin ClNa y 
estandar usando kernptido corno s 
indicado pero usando 
en el lavado con ClNa 0.5 M. brd holoenzima no 
- -;-a 
. . C .  
fosforilada &lo se obtuvo adividad en el lavado salino (tabla 4) . 
Hay que destacar que la recuperacibn de C total (fracciones eluidas con 
ClNa y fracciones eluidas sin ClNa ), fue mucho mayor a partir de la preparacibn de 
holenzirna fosforilada. 
Podriamos concluir que ladisociadtjn de la PKA de M.muxii despues de 
interaccionar con la CAMP-agarosa y en presencia de ClNa no es completa. La 
enzima fosforilada se disaciaria en estas condiciones completamente o a1 menos 
mds que en el caso anterior. 
Por lo tanto parece que la autofosforilaci6n de la subunidad R disminuye la 
afinidad entre las subunidades R y C. Esto se deduce del aumento de activation 
(f1g.17) y disociacidn (tabla 4) de la fosfoholoenaima por CAMP. 
Ya se ha sugerido en eucanotas supenores, que la autofosforilaci6n de 
PKA II, disminuye la interacci6n R-C (84,205). Se ha estirnado que las Kd de 
reasociacibn de Rll(P).y Rll(P)cAMP2 con C son tres veces superiores a las de 
i t  ji 
reasociad6n de RII y *R~~CAMP~ con C (108). 
La R de Sacchammyces (pP;aduda del Linico gen BCY I), posee un sitio de 
autofosfOrilaci6n en la ser-145. Cuando esta serina fue reemplazada por alanina o 
glidna (aminodcidos no fosforilabIeB) la subunidad R fue un potente inhibidor de la 
subunidad C. Por el contrario si Be reemplaza 
tambi6n puede ser fosforilado), asp8rtico o glutirmico (aminoslcidos que por su 
- 
carga negatia remedan al gwpo fasfato 
Tabla 4 
ACTWIDAD DE PKA ( U r n  PI) 
EWlaO C E l k  
HOLOENZIW 7"a;' 900 
- 
FOSFO-HOLOENZIW 1- 1200 
I 
1 
DisociacItSn de horoenzime por CAMP-8gama. 
Dos alicuotas de PKA fueron incubadas a 30 OC con ATP 50 pM y CI2 MglO mM; en un caso fue 
agregado a la cdumna de cAMPggamsa a t i i p o  0 y en el otro despuds de 5 min de incubacidn. 
En 10s dos casos las columnas fueron luego lavadas can buffer A y con CINa9.5M en buffed. 
Alicuotas de 10s eluidos fueron ensayadas para medir actividad de PKA en ausencia de CAMP 
. . 
fiosfwilacidn de la subunidad R su akidd pw C (176). 
I 
Por otro lado, c w  ae ' un sit40 ds fddarileci6n en RI (de origen 
barino) reemplazando b alanim 4@%pr uns wdrta, se abtwo una que podfa 
sw fosforilada por C en un inlramlecular en ausencia de CAMP. 
Cornparando las veIdades & i6n do RI mutaha y C con la de RI 
mutada y fosforilada y C, se vi6 que la velocidad de reasociacidn era menor para 
RI fosforilada+C que para Rl+C, infiriendo que en este caso tambien la 
autofosforilacicin reduce la afinidad R-C (206). 
Cabe destacar que nuestros abordajes experimentales hechos para 
analizar el efecto de la fosforilacidn de la subunidad R en la interaccidn de las 
subunidades R y C, son 10s primerus en 10s que se estudia la influencia de la 
autofosforilacidn en la disociaci6n R-C, ya que hasta el momento se ha estudiado 
su efecto en la reasociacidn de estas subunidades y no en la disociacion. 
Concluimos de nuestros resultados y basAndDnos en estos antecedentes 
que para le PKA de M.muxii la autofosforilacidn de la subunidad R disminuye la 
interaodbn entre esta subunidad y la subunidad C, favoreciendo el proceso de 
activacidn y disociacidn por CAMP. 
3.3- PREPARACI~N DE ESPECCFICOS CONTRA LA 
Los anticuerpos policlonqtes contra la subunidad R fueron preparados 
como se indid en materiales y Mtodos a partir de PKA proveniente de DEAE- 
Sepharosa, de la cual se purific6 subunidad regulatoria utilizando una columna de 
CAMP-agarosa. 
En la figura 18 se ven inmlanoblots de geles desnaturalzantes de dos 
preparaciones diferentes de R purificada(calles 1 y 3) y de S100 (calle 2), 
revelados con anticuerpos anti-R. En las preparaciones de R purificada el nlimero 
de bandas detectadas fue variable y la mhs abundante es de 53 kDa. El anhlisis de 
inmunoblots de un S ~ O O  (linea 2),# revel6 que la especie mas abundante era de 72 
kDa; esta benda debe representat la forma nativa del mon6mero de subunidad R, 
pues coincide con 10s pesos mioleculares deteminados por centrifugaci6n en 
gradientes de sacarosa y filtracidn moleculari128). v m r  marcaci6n p9r afinidad 
con ~ - N ~ ~ A M P ( ~ ~ P )  (126). 
Para minimizar la 10s paws de 
purificaci6n y la que pudiera ocunir in vivo, se prepararon extractos de dlulas de 
pocas horas de crecimiento (8-9 hs), a 10s que se les agregb inmediatamente el 
buffer de siembra , hiviAndose 5 minutos a 100 OC. En la calle 4 de la figura 18 se 
puede ver que la forrna mhs abundante presente en estos extractos es la de 72 
kDa, pero tambien hay otras bandas de menor proporci6n. Se prob6 tambi6n si el 
agregado de distintos inhibidores de proteasas, cada uno solo o en combinaci6n 
Inmunoblots de R purifkada y de extrueto r#&#sl) 
Neatemblaterde30~lg(calfel)ylO~ f? w*- de dos ~re~araciones diferentes. 
le 400 w cle S~Q(J de miceW de 16 W y de 400 pg de S10 de cblulas crecidas 9 hs 
fueron reveldps con anticueppo anti- R a ma dilud 1:250 .Los puntos destam las proteinas 
m& aburdmbs con un PM dsz &3 kDe(rnlles bfy 3 )%y 72 kDa (caUes 2 y 4). 
mejoraba el pen11 o~tenido en la fig.18 (calle 4). lnmuno~~ots obtenidos con 
extractos preparados con buffer solo, o con el agregado de uno o la combinacibn 
de 10s siguientes inhibidores de proteasas: PMSF, antipalna, y benzamidina fueron 
iguales (d.n.s), sugiriendo que 10s inhibidores son inadecuados para este sistema o 
que la prote6lisis se produjo in viw previo a la preparation del extracto. 
Se ha descripto en Blastocladielle ememonii (1 97) que en la purificacibn de 
la subunidad R, a pesar de tomarse todos 10s recaudos posibles para evitar la 1;; f$;,;;;;- 
prote6lisis. siempre b obtuvwron formas proteolizadas de esta subunidad. 
Tambien est4 demostrado que en este hongo, la actividad proteolitica es mayor en 
esporas que durante la gsrminacibn (207,208), y se ha probado la existencia de 
una proteasa alcalina presente en las esporas, que est4 involucrada en la 
protdlisis de la subunidad R (209,210). La actividad de esta proteasa aumenta 
durante la esporulaci6n. 
Para demostrar que las protefnas reconoddas por el anticuerpo eran la 
-af I fii -..a 
subunidad R intacta o segmentos proteo1it1cos Gel la y por lo tanto demostrar su 
especificidad, se prow que estas protefnas poseian la capacidad de unir CAMP. 
Para esto se prepard subunidad R marada con CAMP[~H] por diwdacion de la 
holoenzima con CAMP[~H] y 0.5 M ClNa y posterior separaci6n de las subunidades 
por centrifugacibn en gradientes de sacarosa (ver materiales y mdtodos). El 
complejo [ ~ H J C A M P ~ R ~  asi obtenldo fue sometldo a eledmforesis en gel no 
desnaturalizante. Una vez corrido el gel se separ6 en dos mitades, una de las 
cuales fue transferida a nitrocelulosa para revelar con 10s anticuerpos; la otra mitad 
fue fraccionada en rodajas para medir la radioactividad. A partir de estos 
resultados se calcularon 10s Rf mnmpondientes a la marca de  HI detectada y a 
las bandas reveladas por 10s anticuerpos. 
En la figura 19 estan graficados 10s dos picos de PHI detectados y se ve 
que corresponden exactamente con las 2 bandas que se detectarm en el Western- 
blot con los anticuerpos. 
La sensibilidad del anticuerpo contra la forma nativa es mucho menor que 
contra las formas desnaturalizadas. Esto surge de comparar la intensidad de las 
provenientes de geles nativos y ~snaturalizantes respectivamente y porque se 
hizo un dlculo aproximado de la cantidad de subunidad R sembrada en cada uno 
de ellos y se vio que en cada calle del gel nativo hay casi 10 veces la cantidad de 
R que hay en cada calle del gel desnatumlizante. Hay que recordar que 10s 
antiierpos fueron hechos utilizando su bunidad R purificada y desnaturalizada. 
Las dos bandas reveladas pueden corresponder a forrnas proteolizadas de 
R. En 10s Westem-blots de geles desnaturalizantes como dijimos se ven bandas 
que pueden correspondr a distintas farmas proteolizadas de R. 
Si bien se corrobod la especificidad del anticuerpo, no estb demostrado 
que todas las bandas reveladas en el Western de geles desnaturalizantes 
correspondan a la subunidad R. Es de esperar que las bandas de mayor intensidad 
correspondan a esta subunidad dado que las muestras que se usaron para 
preparar los anticuerpos estaban enriqwcidas en subunidad R. Se ha demostrado 
en eucariotas superior- la existencia de proteinas asociadas a la subunidad R, 
10 
Fraccidn 
,~pecMcMad deJ snticuetpo antbR 
El complejo [ 3 ~ ] c ~ ~ ~ 4 ~ 2  fue corrido en un gel no desnaturalizante. Una de las calles fue cortada 
en rodajas de 2 mm a las cuales se les midi6 la radioactividad. Con otra calle se hizo un Western- 
blot y se revelo usando el anti R a una diluci6n 1:100. Luegs tm calarlaron 10s Rf de lo8 punt08 de 
mayor radioactividad y de las bandas reveladar m el 
. . 
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.. 
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Mchor Protein ) (94). No se puede 
descartar entonps la paWI uerpo policlonal, reconozca 
da estar presente, aunque 
que sg u r n  para pmparar los 
I 
3.4- ANALISIS DE SUSTRATOS END~GENOS EN ETAPAS TEMPRANAS DE 
Con la idea de buscar otras swstratos en$? de la PKA, ademas de la 
- *  e ,I 
pmpia subwnidad R, buscarnos proteinas que pudieran ser fosforiladas o 
desfosforiladas en las etapas tempranas de la germinaci6n de esporangiosporas 
de M.muxii, como un abordaje preliminar para encontrar proteinas blanco de esta 
quinm.que permitieran luego ahondar en el entendimiento de como la PKA se 
1 
. i. 
actiia in vivo y como la PKA activarda induce la erminacion de las esporas. Nu PYkr 
- k 8 t p . i  , 8 
Con este objetivo se hicferon tms abordajes experimentales diferentes: 
1) Anilisis de proteinas Posfariladas en serina en extractos crudos de 
.'[ ><5;7& ! 
&lulas de distintas horas de germi K,: an&uerpos 8nMosfoserina. 
Este abordaje permitid analizar el estado de fosforilaci6n in vim de las 
prateinas totdes fosforiladas en wrina (par todas las quinasas que fosforibn en 
serina) durante el inicio de la germiha&n. En estudios de especificidad de sustrato 
para la PKA de M. muxii utilizando mt idos sint6ticos, se v b  que cuando una 
treonina sustiiuia a la serina fosforilab?$(los Nptidos eran pobres sustratos de esta 
PKA (Moreno, S., comunicacidn peknal). Por lo tanto es posible que 10s sustratos 
end6genos de PKA sean principalmentq fosforilados en serina. Se us5 esta tknica 
dado las dificultades que presentaria una marcacion cl8sica de las proteinas con 
3 2 ~ 0 ~  para analizar el perfil de pr@efnao fosforiladas al inocular esporas en medio 
de cultiio. Las esporas tienen un metabolismo disminuido y por lo tanto creemos 
qua no se alcanzaria a equilibrar el ATP enddgeno con el [$*PI ATP, lo cual es 
imprescindible en este m6todo. 
Extrados crudos de esporas y de dlulas de distintos tiempos de 
germinacidn (30, 60, 90 y 180 min) fueron preparados en presencia de inhibidores 
de fosfatasas, con el objeto de mantener las fosforilaciones endbenas. Cabe 
aclarar que la sensibilidad de estos antiwerpos es baja con lo cual no podemos 
afirmar que hemos detectado todas las proteinas fosforiladas en serina, sino mas 
bien aquellas que son m8s abundant-. 
Estos extrados fueron sometidos a electroforesis en SDS-PAGE y 
transferidos a nitrocelulosa y 10s Western-blots fueron revelados con 10s 
anticuerpos mencionados. 
2) Estudio de la fosforilacibn pot PKA en-ena, en esporas permeadas 
En este caso se prepararon esporas permeadas, las cuales fuemn 
incubadas con [$~P]ATP y segun se indica glucosa y CAMP. De esta manera se 
pudieron ver las fosforilaciones ocurridas durante la incubacidn en respuesta a la 
actividad de la PKA enddigena. 
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3) Evaluaci6n cia & PKA en extmcttm cru& de 
subunidad cahlftica de PKA. 
Para esto se prepararon edmctos crudos de esporas que fueron 
fraccionados en columnas de DEE-Sepharosa eluidas en forrna discontinua con 
distintas concentraciones de CINa. Cada una de las fracciones obtenidas fue 
incubada con [$~PJATP y subunidad catalltica de corazdn bovino o de M-rwxii. 
De esta manera se encontraron prdtefnas de esporas que pudieron ser fosforiladas 
por la subunidad catalitica de la PKA y quiz& algunas de ellas tengan que ver con 
el inicio de la germinacion. 
3.4.1- Fosforilaci6n de proteinas "in viva" revelada con anticuerpos anti- 
fosfoserina. 
En la figura 20 se pueden ver 10s resultaaos del revelado de 10s Westem- 
blots, correspondientes a geles de 7% y 14% con anticuerpos antifosfoserina. Se 
observan numerosas bandas que clorresponden a proteinas fosforiladas en senna. 
De acuerdo a la modificacipn en el estado de fosforilaci6n a lo largo de la 
gerrninacidn, las proteinas fueron ggrupwb en tres categorias (ver tabla 5). 
a) Pmtelnas cuya fosforfladb no se modika con el tiempo y por lo tanto 
se mantiene constante a lo largo de la germinden y proteinas cuya fosforilaci6n 
va aumentando progresivarnente el t h p o  o que se detectan en tiempos 
avanzados ck la germinacibn. 
Figura 20i- 
FodoriIaciones enddgenas en extnrcfo cmdos de tkmpos tempranos de genninacMn 
mveladas con anti-fosfoserina. 
Extractos cnrdos de esporangiosporas (tiempo 0)  crecidas durante 30, 90 y 180 min.en medio 
YPG, fueron corridos en SDS-PAGE de 7% (panel A) y 14 % (panel B) y luego transferidos en 
nitrocelulosa. Los westem-blot fueron revelados luego con anti-fosfoserina. EstBn indicados 10s 
PM de la8 bandas correspondientes s fosfopmteinas que se modifican a lo largo del tiempo. 
Las proteinas de estos dos grupos se deben ir sintetizando y fosforilando a 
medida que ocurre la germinacibn, si no se irian diluyendo con el tiempo. No 
parecen ser proteinas regulatorias sino mas bien estructurales. 
b) Proteinas que aparecen fosforiladas en forma transiente. 
c) Proteinas que se desfosforilan en forma definitiva o transiente. 
Las proteinas de estos dos liltimos grupos fueron las de mas inter& dado 
que como su modificaci6n en el estado de fosforilaci6n es transitorio pueden ser 
proteinas regulatorias. 
El perfil de fosfoproteinas que se ve a 10s 180 minutos no es sustancialmente 
diferente del visto a las 4.5 hs y 7hs, principalmente difieren en la intensidad de las 
bandas mas que en su calidad (datos no mostrados). Esto puede deberse a que 
las proteinas mayoritarias son estructurales y las regulatorias por el contrario estan 
en muy baja concentracion lo que hace mas dificil su detection. Estos datos estan 
agrupados en la Tabla 5. 
Destacamos entonces las proteinas de 59 y 69 kDa que se fosforilan 
transientemente a 10s 30 minutos, la proteina de 130 kDa (banda muy tenue) que 
se desfosforila inmediatamente de comenzada la germinacibn y la proteina de 34 
kDaque se defosforila transitoriamente entre 10s 30 y 60 minutos. 
Estas proteinas que modificaron su fosforilacibn en forma rapida y ademas 
para algunas de ellas en forma transitoria son las mejores candidatas, entre todas 
las reveladas, para ser sustratos directos o indirectos de la PKA y estar 
involucradas en la iniciacidn de la germinaci6n. De todas formas no se puede 
descartar que las otras proteinas cumplan alguna funci6n en este proceso. 
Tiempo 0 30 90 180 
PM 
160 + + ++ ++ 
140 + + ++ ++ 
135 + + ++ ++ 
123 - - - + 
120 +++ +++ ++++ ++++ 
Grupo 115 - - + + 
a 95 + + + + 
80 ++ ++ ++ ++ 
75 ++ ++ ++ +++ 
47 ++ ++ ++ +++ 
44 ++ ++ ++ +++ 
32 + ++ ++ +++ 
31 + ++ +++ ++++ 
29 - - - + 
27 - - - + 
Grupo 69 - ++ - - 
b 59 - ++ - - 
130 + - - - 
110 ++ ++ ++ + 
G ~ p o  100 + + + - 
c 92 + + + - 
34 +++ - - ++ 
Tabla 5. 
Proteinas fosforiladas en serina 
3.4.2- Uso de anticuerpos anti-R 
Con la intention de poder identificar entre las proteinas fosforiladas a la subunidad 
R y conocer sus estados de fosforilacion en el inicio de la gerrninacion, se utili&mn 
10s anticuerpos anti-R . El mismo Westen-blot de la figura 20 fue revelado con 
este anticuerpo, de esta manera se pudo tener la seguridad de identificar por 
coincidencia de Rf, entre las proteinas fosforiladas en serina las que correspondian 
a la subunidad R (figura 21). Se revelaron tres proteinas de 72, 69 y 59 kDa. Las p- 
69 y la p-59 aparecen a 10s 30 min. Como surge de comparar las figuras 21 y 20 la 
fosforilacion de las p-59 y p-69 esta correlacionada estrechamente con la cantidad 
de estas proteinas. La fosforilacion solo se detect6 a 10s 30 min que es cuando hay 
mas cantidad. 
En la figura 22 se pueden ver ademas, horas mas avanzadas de la 
gerrninacibn; en este gel se sembr6 mas cantidad de proteina y ademas se us6 
una dilucion del anti-R mucho menor (1:300 cuando antes se habia usado 1 : 1000). 
Se obseva que la p-75, que debe ser fa R nativa va aumentando con el tiempo; 
esto es coherente con 10s resultados obtenidos con las centrifugaciones en 
gradientes de sacarosa, en 10s que se vi6 que la subunidad R nativa va 
aumentando a lo largo de la gerrninacibn. 
La figura 23 corresponde a un westem-blot revelado con anti-R (dilucion 
1:300), el cual se hizo de un gel 10 % con la finalidad de poder detectar la R de 
esporas, cuyo PM esperamos fuera menor dado su coeficiente de sedimentacion 
deterrninado en 10s gradientes de sacarosa. Solo con esta baja dilution del 
180 min 
Figura 21 
Subunidad R durante estadios tempranos tie la genninaci6n. 
El mismo Westem-blot de la figura 20 fue revelado con anti R a una diluci6n 1:1000 y el sistema 
de revelado de quimioluminiscencia. Los extractos corresponden a esporas crecidas 0, 30, 90 y 
180 min. EstAn indicados 10s PM de las proteinas revetadas. 
7 hs. 
Flgura 22 
Subunided R a lo largo de la genninaci6n. 
Western- blot de extractos crudos correspondientes a 0, 0.5, 1.5, 3, 4.5 y 7 hs revelado con anti- 
R (dilucibn 1:300). 
Westem-blot revelado con anti-R (dilucidn 1:300). Las calles 1,2 y 3 corresponden a extractos 
wdos de esporas de tiempo 0 de germinaci6n y 3.5 y 7 hs de germinaci6n. Gel 10 %. 
anticuerpo se detect6 una banda de aproximadamente 54 kDa y otra de 35 
kDa.Sin embargo dado el S de 2.7 , calculando teoricamente y considerando a la 
proteina simbtrica se esperaba encontrar una proteina de un PM aproximado de 31 
kDa o ligeramente mayor si la proteina fuera asimetrica, como se considera que es 
la subunidad R, por lo cual creemos que la banda de 35 kDa corresponde a la R de 
esporas. Algo de destacar es que cuando el anticuerpo se us6 en una diluci6n 
mayor(1: 1000), la p-54 y la p35 disminuyeron notablemente, mientras que las 
otras bandas de 59 y 69 kDa no (p-75 no se distingue por el grado de resolution 
del gel, aparece muy junta con p-69), como si aquellas proteinas fueran mucho 
menos antigenicas. Se sabe que la region mas antigenica de la subunidad R es su 
extremo amino terminal (1 88). 
Nosotros proponemos que la subunidad R de esporas que esta 
proteolizada, lo estaria justamente por ese extremo , con lo cual no es il6gico 
entomes que tenga menos antigenicidad. Por lo tanto aunque la p-35 es la mas 
abundante, su deteccidn con el anticuerpo no refleja su cantidad por la falta de 
antigenicidad, ya que parece menos abundante que las otras proteinas reveladas. 
Por qu4 aumentaron las p59 y p-69 a 10s 30 min? Parece que provinieran 
de protdlisis de la especie nativa, sin embargo no se ve muy claro que haya una 
disminucidn concomitante de la especie de 72 kDa, como asi tampoco parece que 
la suma de las cantidades de estas dos bandas sea mayor que la cantidad de p-72 
presente en esporas que seria de la cual provienen. 
Podemos tener en cuenta tambien que estas discrepancias pueden 
deberse a una sensibilidad muy diferente de las distintas formas de R (nativa y 
proteolizada) a 10s anticuerpos. 
Hemos demostrado en este sistema que una activation de la PKA como 
consecuencia de un aumento transiente de CAMP provoca una depleci6n regulada 
de la subunidad C. Esta disminuci6n en la actividad de la subunidad C no es 
acompaflada, al menos durante la primer hora de la gerrninacion, por una 
disminucion en la subunidad R. Esto se evidencia por el aumento de la relaci6n 
R/C. Se sabe sin embargo que existe una degradacion preferencial de la 
subunidad R libre (no asociada a la holoenzima) como se demostro en dlulas de 
linfoma S49 (213), por lo tanto podria esperarse que la subunidad R disminuyera a 
medida que es menor la cantidad de C. 
En dlulas de cultivos de hepatocitos el aumento en 10s niveles de CAMP 
induce una deplecibn de C, y como en nuestro caso se produce un aumento en la 
relacion RIC. En este sistema se demostro que se producia ademds un aumento 
en 10s niveles de 10s mRNA de Rl y RII (122). Este aumento en 10s mRNA 
permitiria un aumento en la velocidad de sintesis de la subunidad R que 
compensaria la supuesta degradacion de R esperada. La relativa inestabilidad de 
R sugiere un mecanismo para coordinar 10s niveles relativos de las subunidades R 
y C (21 1). 
En este trabajo tenemos suficiente evidencia para afirmar que la PKA de 
esporas, la especie R'C, se activa , per0 es muy probable como hemos dicho, que 
tambien se active la holoenzima nativa aunque sea minoritaria, con lo cual 
podemos esperar que se desencadene prote6lisis de R como resultado de esta 
activacion y de la depleci6n de C. 
En base a esto podemos sospechar que las bandas correspondientes a la 
p59 y la p-69 puedan ser el resultado de prote6lisis de R que qued6 libre 
despues de la activacion de la holoenzima, y podemos justificar la falta de 
disminuci6n de la subunidad R nativa proporcional al aumento de p-59 y p-69 si 
pensamos que pudo haberse disparado sintesis de la subunidad nativa apenas 
iniciada la germinacion, que compense la degradacion de esta subunidad. 
3.4.3- Fosforilaci6n en esporas permeadas 
Esporas permeadas fueron incubadas directamente con [ 7 ~ 3 * l A ~ ~  en 
presencia y ausencia de CAMP, o primer0 fueron preincubadas con glucosa, ATP- 
Mg, y luego incubadas con el [$~P]ATP, en presencia o ausencia de CAMP. La 
preincubacidn se hizo con el fin de remedar el estimulo de glucosa que ocurre al 
germinar las esporas en medio rico, que contiene este azucar como fuente de 
carbono. Como ya hemos dicho, en esporangiosporas de ciertos zigomicetes, entre 
ellos M.ruuxii, la inducci6n de la germinaci6n por glucosa se asocia con un rapido 
pero transiente aumento en 10s niveles de CAMP, el cual dispara una cascada de 
fosforilaciones proteicas (146, 147). Aparentemente existe un mecanismo 
regulatorio especifico en la inducci6n de la seiial de CAMP por la glucosa, que 
actuaria como mol4cula efectora , interactuando estereoespecificamente con 
ciertas proteinas regulatorias para disparar 10s eventos de la germinacibn. 
El perfil de las fosfoproteinas obtenido por SDS-PAGE y autorradiografia, 
correspondiente a estas esporas se ve en la figura 24. 
Sin preincubacidn, el perfil de fosfoproteinas no varia cuando la incubacidn 
se realiza en presencia o ausencia de CAMP. Cuando las dlulas permeadas se 
preincuban con glucosa y ATP-Mg, se observan dos diferencias importantes: 
primero la aparicion de dos fosfoproteinas de 59 y 69 kDa, tanto en 
presencia como en ausencia de CAMP y segundo, la aparicidn de dos 
fosfoproteinas de 48 y 1 15 kDa cuya fosforilacibn es dependiente de CAMP. 
Es posible que las p-59 y p-69 correspondan a las forrnas proteolizadaq de 
la subunidad R descriptas en el punto anterior. 
Por qu6 las proteinas p-48 y p-115 aparecen fosforiladas depuQs de 
preincubar con glucosa, ATP-Mg, y luego el agregado de CAMP y no con el 
agregado de CAMP solo, sin la preincubacion?. Hay varias posibles explicaciones: 
Durante la preincubacion la PKA sufriria alguna modificacibn (como por ejemplo 
fosforilaci6n1 defosforilacidn, prot&lisis,etc.) que la haria luego activable por 
CAMP. Tambien podemos pensar que son 10s sustratos 10s que sufrieron alguna 
modificacibn que 10s hace susceptibles a la fosforilaci6n por PKA. 
Como una explicacidn poco probable podemos pensar que el CAMP 
ex6geno agregado no sea suficiente para activar la PKA y que el CAMP que se 
pudiera haber sintetizado "in situ" por la influencia de la estimuiacion con giucosa 
del sistema de la adenilato ciclasa , contribuyera notablemente a la activacidn. 
Figura 24 
FosforlIaci6n end6gena en c6lulas penneadas. 
Esporangiosporas de M.muxii, fueron penneadas y preinwbadas con o sin glucosa durante 5 
minutos, y luego se agreg6 [ ? 2 ~ ~ ~ ~  en presencia o ausencia de CAMP. Est4n indicados 10s PM 
de las bandas correspodientes a proteinas que sufren rnodificaciones por 10s tratamientos. 
3.4.4- Fosforilaciones con subunidad C ex6gena 
En este abordaje las fracciones obtenidas por fraccionamiento de un 
extract0 de esporas a traves de DEAE-Sepharosa, fueron incubadas con 
subunidad catalitica de corazon bovino. Luego se analizo el perfil de fosfoproteinas 
de 10s extractos por SDS-PAGE 7% y 14% y autorradiografia. 
Comparando 10s perfiles obtenidos sin y con el agregado de la subunidad 
C y [7 3 2 ~ 1  ATP ( figura 25), se pudieron diferenciar varios grupos de 
fosfoproteinas: 
1)Proteinas cuya fosforilaci6n es independiente del agregado de la 
subunidad catalitica, 
2)Proteinas cuya fosforilaci6n aumenta con la subunidad C, 
3)Proteinas que aparecen fosforiladas por el agregado de C y 
4)Proteinas que se desfosforilan (ver mas adelante) at agregar C. 
En la figura est4n marcadas algunas bandas correspondientes a proteinas 
que se comportan de alguna de las forrnas enunciadas anteriorrnente a1 agregar 
subunidad C. 
Muchas de las proteinas que no se han destacado corresponden a 
proteinas cuya fosforilaci6n no se modifica notoriamente pot el agregado de 
subunidad catalitica. 
Se han obtenido resultados muy sirnilares (datos no mostrados), cuando se utiliz6 
subunidad C de M.muxii como fuente de PKA ex6gena. 
Figura 25 
FosforiIscMn de profeinss de extmcfos de espomngiospoms con subunidsd C exdgena de 
corazdn bovlno. 
En el panel A se muestra la autorradiografia correspondiente a un SDS-PAGE 7%, y en el panel B 
a un 14%. Extractos crudos de esporangiosporas heron fraccionados por DEAE-Sepharosa con 
0.2 y 0.4 M CINa, tambien se muestra la fracci6n correspondiente a1 percolado (P). Las fracciones 
heron luego sometidas a fosfwilaci6n con subunidad C de coraz6n bovino y finalmente corridas 
en 10s geles. 
Los puntos indican las protelnas que han sufrido modiicacibn por el agregado de C. 
3.5- INTEGRACI~N DE RESULTADOS 
Para que una proteina sea regulada por fosforilaci6n, las actividades 
m6ximas de las quinasas y de las fosfatasas de proteinas que actuen sobre una 
proteina particular deben estar balanceadas; de otra manera la proteina estaria 
completamente fosforilada o completamente defosforilada. La actividad catalitica 
de la rnayoria de las serina quinasas y de las serina fosfatasas son sirnilares (26). 
En principio esto permitiria el balance entre las dos actividades; sin embargo, hay 
que tener en cuenta la gran importancia que tienen las afinidades por 10s sustratos 
junto con la localizacicin subcelular tanto de 10s sustratos como de las fosfatasas y 
quinasas.Este balance de actividades puede ser desplazado hacia un lado u otro 
por distintas causas. En este caso las proteinas que disrninuyen su fosforilaci6n o 
que se udesfosforilann, en respuesta a una sefial de CAMP, pueden ser el resultado 
de la inhibicion de la actividad de una quinasa por fosforilacion rnediada por PKA o 
por el aurnento de la actividad de una fosfatasa por PKA. Hay que tener en cuenta 
adernas que la desaparici6n de bandas no necesariamente irnplican defosforilacion 
de las proteinas, sino que esa desaparicion puede deberse a un aumento en el 
numero de sitios fosforilados que provoque un cambio de la rnovilidad 
electroforetica, o bien ser el resultado de proteblisis desencadenada por la 
actividad de una proteasa activada por la PKA. 
Tratar de cornparar puntualmente 10s resultados obtenidos con 10s tres 
abordajes experirnentales es dificil , ya que el unico parametro que perrnite 
identificar a las proteinas es su peso molecular, el cual no es totalrnente exacto. 
Sin embargo podemos sacar algunas conclusiones utiles, que permiten 
diseiiar un futuro abordaje experimental de este problema. 
De la detection de proteinas fosforiladas en serina in vivo, concluimos -que 
en lineas generales, el metodo es muy poco sensible y que las proteinas que se 
visualizan probablemente Sean las que constitutivamente se encuentran 
fosforiladas . Sin embargo hay dos puntos muy interesantes que se rescatan: 1) la 
aparici~n de dos bandas fosforiladas, product0 de proteolisis de la subunidad R, 
que reflejan una modificacion en la PKA que ocurre muy temprano en el inicio de 
la genninaci6n y 2) la desaparicion de dos proteinas fosforiladas , tambi6n al inicio 
de la genninacion, una banda de 115 kDa (muy tenue) y una muy importante de 34 
kDa. Sera interesante investigar si esta desaparicion depende de la activaci6n de 
la PKA. En este momento, estamos investigando en el laboratorio la existencia de 
compuestos o anhlogos de CAMP que puedan comportarse como inhibidores de 
PKA o antagonistas del CAMP con 10s cuales realizar estudios in vivo. 
Del abordaje de esporas permeadas, podemos rescatar dos puntos 
interesantes para seguir profundizando: 1) la aparicion de las dos bandas de 69 y 
59 kDa por preincubacion con glucosa y ATPIMg; es muy probable, aunque no lo 
hemos probado aun, que estas dos bandas correspondan a 10s mismos dos 
produdos de prote6lisis de subunidad R detectados con el primer abordaje; 2) la 
sensibilidad del sistema a la estimulacidn por CAMP luego de la preincubacion con 
glucosa y ATPIMg. Este sistema, en que se pueden controlar a voluntad 10s 
agregados extemos, nos permitid acercarnos a dilucidar, porqub se produce la 
aparicidn de 10s productos de prote6lisis de R y si es una modificacidn de la PKA o 
de 10s sustratos lo que hace que la enzima sea activable por CAMP, o que 10s 
sustratos Sean fosforilables por PKA luego de una preincubacidn, en la cual aun no 
sabemos, si lo importante es la glucosa, el ATPIMg o ambos compuestos. 
Del ultimo abordaje experimental: fosforilacion de proteinas in vitro por 
agregado de subunidad catalitica de PKA podemos tambien sacar conclusiones 
para una futura investigacidn. Por un lado, vemos que hay numerosos potenciales 
sustratos de PKA en esporas de M.rouxii, que podr8n ser caracterizados con m8s 
detalle analizando su perfil en geles bidimensionales, luego de haber hecho el 
extract0 en condiciones de mantener su estado de fosforilacion y luego de haber 
forzado la defosforilacion de las mismas. Pero m4s interesante a h  es el hecho de 
haber encontrado en este sistema in vitro, la disminucidn en la intensidad y hasta 
la desaparicion de bandas fosforiladas, por agregado de subunidad C. Dentro de 
estas bandas, casualmente se encuentran dos con pesos moleculares similares a 
las de 115 y 34 kDa que describi6ramos en el sistema in vivo. Con este sistema in 
vitro, podremos dilucidar cuales de las alternativas que hemos planteado para la 
explicaci6n de este fenomeno es la que esta ocurriendo: modificdci6n en el numero 
de sitios fosforilables y cambio en su movilidad electroforetica, proteolisis y 
consecuente cambio en su movilidad por activacion de una proteasa, o corrimiento 
del equilibrio quinasa -fosfatasa hacia la actividad defosforilante por activacibn de 
una fosfatasa de proteina mediada por PKA. Cabe destacar que ya han sido 
descriptas dos proteinas fosfatasas en micelio de M. rouxii (212-21 3). Esto nos 
permita quiz& entender la desaparicion de algunas bandas de proteinas 
fosforiladas en el sistema in vivo. 
CONCLUSIONES 
En esporas de M. rouxii existe una actividad quinasa dependiente de 
CAMP, en forma de una holoenzima de 5.5 S, que denominamos RC.  Su actividad 
est& aparentemente inhibida por un exceso de subunidad R, la cual es tambien 
menor que la R nativa y tiene un S de 2.7. La especie proteolizada de R (R') puede 
inhibir a la subunidad C y tambien unir CAMP; provendria de proteolisis end6gena 
de la subunidad R nativa del lado amino terminal de la mol6cula. 
La PKA se activa muy pronto despu6s de iniciada la germinaci6r1, y por lo 
tanto tendria un rol importante en el inicio de la misma. Como consecuencia de la 
activacion de PKA, ocurrida por un aumento transiente de CAMP, se produce una 
depleci6n regulada de la subunidad C. Esto indicaria que la especie R C  es 
fisiolbgicamente activa. Esta especie no parece ser sintetizada una vez iniciada la 
gerrninacion, sino que la especie que aparece luego por sintesis seria la 
holoenzima nativa tetramerica. Tenemos por lo tanto suficiente evidencia para 
asociar variaciones de PKA con el desarrollo de M. muxii 
En un intento por identificar sustratos de la PKA hemos encontrado que 
uno de 10s sustratos de esta enzima es la propia subunidad R, y por lo tanto 
decimos que la R de la PKA de M. muxii se autofosforila. Esta autofosforilacion 
produce una disminuci6n en la interaccidn entre R y C, favoreciendo el proceso de 
activacidn y disociacidn por CAMP. Tambien se han encontrado proteinas que 
modifican su fosforilacion en forma hpida, algunas de ellas lo hacen de fonna 
transitoria, durante 10s estadios tempranos de la germinacion. Estas proteinas 
podrian ser sustratos de PKA y estar involucradas en el inicio de la germinacidn. 
Las proteinas encontradas son p-130, p-115, p-69, p-59, p-47 y p-34. 
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